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Introducción 2
LA GLÁNDULA MAMARIA
¡.1.- MOI2FOLOGIA
La glándula mamaria está formada por células epiteliales de origen ectodérmico
(parénquima> y por un componente de tejido conectivo de origen mesodérmico deno-
minado estroma III que lleva vasos sanguíneos y fibras nerviosas a la glándula.
La glándula mamaria presenta una morfología variable a lo largo del desarrollo.
En el nacimiento ya se ha establecido un sistema rudimentario de conductos en el que
pueden reconocerse células epiteliales y mioepiteliales. En la pubertad, en respuesta a
los niveles crecientes de hormonas ováricas sexuales, se desarrolla el sistema de con-
ductos epiteliales, se acumula grasa en el tejido conectivo entre los lóbulos y los lobu-
hIlos, aunque las unidades secretoras verdaderas no se formarán hasta la gestación.
Durante Ja lactancia, los cambios morfológicos son mínimos. Después de Ja menopau-
sia las estructuras epiteliales y del tejido conectivo experimentan una atrofia provocada
por la deficiencia hormonal,
Anatómicamente, el tejido glandular de la mama sexualmente madura (en repo-
so), está constituido por 15 a 20 lóbulos dispuestos radialmente en dirección al pezón.
Cada lóbulo tiene su propio conducto excretor y está separado de los otros por capas
de tejido conectivo fibroso y grasa, que siguen un trayecto vertical a través de la mama.
Los lóbulos están formados por múltiples lobulillos conectados por tejido
conectivo, vasos sanguíneos y conductos, y a su vez los lobulillos están constituidos
por conjuntos de alveolos o acinos que se abren a múltiples conductillos galactóforos.
Estos pequeños conductos se unen para formar conductos mayores y, finalmente, se
forma un conducto simple para cada lóbulo o conducto galactóforo principal que tie-
nen su propia salida en el pezón.
En la glándula lactante pueden diferenciarse al menos tres tipos célulares: célu-
las epiteliales no secretoras alrededor de los conductos, células epiteliales secretoras
en los conductos terminales así como en los lóbulos y alveolos y células mioepiteliales
que rodean los alveolos y los pequeños conductos dentro de la lámina basal. Estas
células mioepiteliales tienen origen epitelial pero poseen filamentos citoplasmáticos
semejantes a los de las células de músculo liso.
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1.2.- CONTROL HORMONAL DEL DESARROLLO MAMARIO
Se han definido distintos tipos de hormonas como factores importantes en el
desarrollo mamario. Entre éstas, se encuentran hormonas ováricas (estrógenos y pro-
gesterona). adrenales (glucocorticoides), pituitarias (prolactina y hormona de creci-
miento), tiroideas y. durante el embarazo, las placentarias (esteroides y lactógeno pla-
centario). En períodos de desarrollo de la glándula mamaria se han detectado niveles
elevados de estrógenos y progesterona circulantes. Los estrógenos son responsables
de la formación de depósitos de grasa, desarrollo del estroma y crecimiento de un
amplio sistema de conductos, La progesterona y la prolactina estimulan el crecimiento
y funcionalidad de los lobulillos y alveolos.
La presencia de sitios de unión de alta afinidad para un gran número de hormo-
nas en distintas fracciones subcelulares de la glándula mamaria, sugiere la existencia
de acciones directas en el tejido para llevar a cabo los diferentes efectos biológicos.
Entre las hormonas que presentan receptores intracelulares en las células epiteliales se
incluyen los estrógenos progesterona, hormonas tiroideas y glucocorticoides. La pro-
lactina y las catecolaminas, sin embargo, se unen a receptores de membrana.
En tejido mamario normal maduro se ha descrito la presencia de receptares de
estrógenoslER) fundamentalmente en las células epiteliales y, de forma mayoritaria, en
los lobulillos mientras que las células del estroma no expresan FR. Se estima que cerca
de un 60/o de las células epiteliales en la mama normal son positivas para FR 12, 31 y
estos niveles de expresión pueden ser modulados durante el ciclo menstrual. Hasta un
29% de estas células contienen receptores de progesterona (PR) l~l~ Las células mioepi-
teliales no expresan ninguno de los receptores hormonales l~l~
Más recientemente se han definido factores polipeptídicos que actúan como
mediadores de la respuesta hormonal tanto en tejido normal como neoplásico, y que
son conocidos como factores de crecimiento. Estos factores pueden actuar de forma
endocrina cuando son sintetizados por órganos lejanos, por mecanismos paracrinos
cuando son sintetizados por un tipo celular concreto modulando la función de las célu-
las adyacentes en el mismo tejido o en un tejido diferente, o bien de forma autocrina
cuando el factor actúa en la misma célula que lo ha producido a través de receptores
específicos localizados en la superficie celular ¡II. Es importante mencionar también
las acciones de factores de crecimiento no secretados, unidos a la membrana, sobre
células adyacentes (mecanismo juxtacrino) l~l. Parece ser que dentro de la glándula
mamaria las células epiteliales, mioepiteliales y del estrorna se comunican a través de
factores paracrinos, aunque también existen mecanismos autocrinos descritos funda-
mentalmente en las células epiteliales í~I•
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2.- FACTORES QUE CONTROLAN EL CRECIMIENTO EN CANCER DE
MAMA
Cuando el cáncer de mama se manifiesta clínicamente se caracteriza por una
proliferación excesiva desdiferenciación, mutabilidad genética y metástasis Idi.
La etiología y progresión de la enfermedad están estrechamente relacionados
con la presencia de ovarios funcionales productores de estrógenos y progesterona,
Existen datos epidemiológicos que indican que el tiempo de exposición de las glándu-
las mamarias al estimulo estrogénico es directamente proporcional al riesgo de desa-
rrollar cáncer de mama. Una exposición prolongada a los estrógenos endógenos, es
consecuencia de situaciones como una menarquia precoz una menopausia tardía y pri-
mer embarazo en edad avanzada l~l. Los estrógenos son mitogénicos para el epitelio
mamario tanto normal como neoplásico y aunque se desconocen los errores genéticos
presentes en las fases iniciales del proceso tumoral se postula que las hormonas ovári-
cas tienen una gran influencia en la acumulación de cambios genéticos,
La importancia de los estrógenos como inductores de la proliferación se vió con-
firmada al comprobar que aproximadamente un tercio de las pacientes con cáncer de
mama experimentan una remisión del tumor cuando se las somete a tratamientos que
implican el descenso de los niveles de estrógenos circulantes o el bloqueo de sus efec-
tos biológicos. Más tarde se demostraron los efectos directos de los estrógenos y anti-
estrógenos en la proliferación de células de cáncer de mama en cultivo 181.
Aunque el mecanismo exacto no está establecido, la estimulación del crecimien-
to celular por estrógenos requiere la unión de la hormona a una proteína receptora
seguida de la activación y unión del complejo hormona-receptor al DNA, modificando
a transcripción de genes específicos y la síntesis de proteínas. El descubrimiento de
esta ruta bioquímica ha permitido la manipulación hormonal del crecimiento neoplási-
co mediante el uso de anti-estrógenos que inhiben de forma competitiva la unión de
los estrógenos al receptor j9, 101, pero el modelo de regulación de crecimiento del cán-
cer de mama se ha complicado enormemente como resultado de la aparición de otros
factores y otras rutas alternativas (Figura 1).
El modelo contempla las distintas hipótesis acerca de los mecanismos por los
que los estrógenos y la progesterona regulan la proliferación del epitelio mamario, su
tumorogénesis y la progresión maligna del mismo 1111.
Se preserva la acción estrogénica directa a través de receptores celulares
modulando la expresión génica y propiedades fenotípicas. Otra alternativa es la acciór
indirecta de los estrógenos a través de la secreción de factores de crecimiento endocri-
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Figura 1. Mecanismos de control del crecimiento en cdncer de mama.
Los estrógenos pueden actuar a través de sus receptores (1), a través de estromedinas sintetizaoas en órganos distantos (2),
a través de facton:s de crecimiento autocrinos que se producen y actúan sobre Las células epiteliales (3) y a través de hite-
racciones paracrinas entre tos céLuLas epiteliates y las del est roma (4),
nos, denominados estromedinas y producidos en órganos distantes como la hipófisis.
Además, existen evidencias que sugieren la influencia de factores de crecimiento poli-
peptídicos entre los que se encuentran los factores de crecimiento del tipo insulina
(IGEs), [actor de crecimiento epidérmico (EGfl, factores de crecimiento transformantes
(TCFs), factor derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento de fibroblastos
(PCE) 112-141. La identificación de receptores de alta afinidad para estos factores permi-
te postular que los efectos de los estrógenos pueden estar mediados por factores de
crecimiento autocrinos que se producen y actúan sobre las células epiteliales.
Este modelo además sugiere que los componentes del estroma como fibroblas-
tos, células mononucleares o células endoteliales pueden estar también implicados en
el desarrollo y crecimiento del cáncer de mama. De la misma forma que las células neo-
plásicas secretan péptidos que estimulan el crecimiento del estroma, las células
‘benignas” del estroma pueden producir factores secretables que estimulan el creci-
miento de las células tumorales a través de interacciones paracrinas.
A lo largo de esta introducción se irán estudiando cada uno de los factores
implicados en este complejo mecanismo de regulación: receptores hormonales facto-
res de crecimiento receptores para estos factores y genes relacionados.
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Además, como mecanismos adicionales, se pueden considerar la prevención
estrogénica de algún mecanismo de apoptosis inducido por el huesped, la supresión
estrogénica del sistema inmune del huesped y que los estrógenos reviertan el efecto de
algún inhibidor tumoral l~l
2.1.- RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA EN CANCER DE
MAMA
Las hormonas pueden actuar directamente sobre la célula tumoral por medio de
la interacción con receptores específicos. La presencia de sitios de unión de alta afini-
dad es un requisito imprescindible para que las células respondan a la estimulación
hormonal,
La mayoría de los cánceres de mama dependen de la acción estrogénica para su
crecimiento; de hecho se postula que los estrógenos funcionan como carcinógenos,
promotores tumora les y como reguladores del crecimiento tumoral 1~1.
Dada la importancia de este factor hormonal, se ha investigado en profundidad
acerca del papel del receptor de estrógenos (ER) en el control de la expresión génica y
del proceso de mitosis II ~l, así como su utilización como marcador de la respuesta
hormonal y prognosis 1161. El receptor de progesterona (PR) tiene importancia como
mediador de respuestas hormonales y como producto de la acción estrogénica en las
células tumorales y se ha estudiado tanto como marcador tumoral 11 ~l como en térmi-
nos de su regulación por agonistas y antagonistas estrogénicos 181.
2.1.1.- Mecanismo de acción de las hormonas esteroideas
Los receptores esteroideos pertenecen a una superfamilia de proteínas regulado-
ras de la transcripción génica, formada por los receptores de la hormona tiroidea, de la
vitamina D3 y del ácido retinoico, así como por los receptores de las hormonas esteroide-
as y el oncogén c-erb-A. Los miembros de esta familia comparten tres propiedades impor-
tantes: se fijan a un ligando hormonal, se unen a secuencias específicas de DNA y actúan
modificando la actividad transcripcional de genes específicos (trans-activación) 119, 20fl
La localización intracelular del receptor de estrógenos se ha identificado
mediante la homogenización de tejido marcado radiactivamente y posterior aislamien-
to de las fracciones soluble e insoluble mediante ultracentrifugación. Cuando el tejido
es marcado a 4%, la radiactividad predomina en la fracción celular soluble, o citosol.
Por el contrario, cuando cl tejido se incuba a 370C, la hormona permanece predominan-
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temente en la fracción nuclear Estos datos condujeron a postular que los estrógenos
actúan en dos pasos 1161. Según esta hipótesis, el receptor de estrógenos es una prote-
ma soluble que al unirse a la hormona a temperatura fisiológica, se introduce en el
compartimento nuclear de la célula diana, Estudios más recientes sugieren que los
receptores esteroideos están presentes tanto en el núcleo como en el citoplasma y que
su distribución en uno u otro compartimento se modifica por la unión a la hormona.
El receptor hormonal está formado por tres regiones principales. El extremo
aminoterminal de la proteína es la región con la que reaccionan la mayoría de los anti-
cuerpos obtenidos frente al receptor purificado. La región de unión al DNA, situada en
la zona media, está formada por aproximadamente unos 70 aminoácidos, El extremo
carboxilo, formado por unos 250 aminoácidos, es el más complejo estructural y funcio-
nalmente. Está implicado en la unión a la hormona y la traslocación nuclear, así como
en los procesos de dimerización y trans-activación 1191. También existen dominios de
trans-activación adicionales localizados en la región amino-terminal y en la de unión al
DNA.
La unión de la hormona al receptor le capacita para activar e inactivar genes
específicos. Esta región de unión al DNA es la más conservada invariablemente contie-
ne cisteina e histidina, tan separadas como lo permite la unión coordinada de una
molécula de cinc para dar lugar a la formación de “dedos” de cinc. Cada región de unión
al DNA de cada receptor tiene dos de estos dedos y se ha postulado que permiten que
la proteína se coloque en los surcos principales del DNA 1211.
Los receptores hormonales no ocupados se localizan a nivel intracelular en
forma de complejos heteroligoméricos que incluyen una proteína de choque térmico
(hspl así como otras proteínas peor caracterizadas 1221. Esta forma “inactiva” no es
capaz de interaccionar con el DNA porque el dominio de unión al DNA debe estar blo-
queado por otros dominios de la proteína o por otros componentes del complejo oligo-
mérico, impidiendo así la traslocación nuclear.
Tras la unión de la hormona, el complejo se disocia, dejando accesible el sitio
por el que el receptor se une al DNA. Después de la unión del ligando, la forma activa
del receptor parece ser un homodímero que contiene dos moléculas de ligando, aun-
que la estequiometría todavía no ha sido definitivamente establecida 1231. Además
parece que la hormona induce un cambio conformacional en el dominio de unión al
ligando necesario para la actividad transcripcional 1241
El mecanismo de acción de las hormonas esteroideas queda esquematizado en
la figura 2.
Los fragmentos del DNA que se unen al receptor se denominan elementos de
respuesta a hormonas (1-IRE). En el caso del receptor de estrógenos (ER) es una forma
Introducción 8
dimérica la que se une a los elementos reguladores 1251. La dimerización podría consti-
tuir un mecanismo para incrementar la afinidad de la proteína receptora por un DNA
específico frente a otro no específico, generando más puntos de unión por molécula de
receptor que en el caso de un receptor monomérico 1261.
Además de la unión del ligando, los posibles mecanismos que modulan las inte-
racciones moleculares de los receptores hormonales incluyen: fosforilación del recep-
tor, cambios en la topología del DNA y organización del DNA en nucleosomas 1231.
2.1.2.- Características de los receptares de estrógenas y progesterona
El receptor estrogénico (ER) en humanos está constituido por una proteína de
595 aminoácidos con un peso molecular de 66 KDa 1271.
Los estrógenos ejercen sus efectos sobre la proliferación y potencial metastásico
de las células epiteliales de cáncer de mama a través de este receptor. Los agonistas de
estrógenos así como los antagonistas, pueden unirse a ER en el mismo sitio que los
estrógenos sugiriendo que estas moléculas pueden regular la actividad del receptor
alterando de forma diferente su conformación 1281.
Las acciones de la progesterona están mediadas por el receptor de progesterona
Figura 2. Mecanismo de acción de las hormonas esteroideas.
La hormona so introduce en la célula y se une al componente receptor del complejo receptor-proteína,
dando lugar a su disociación, la liberación de la proteína de chogue térmico y la activación del receptor.
FIl receptor activado se traslada desde el citosol hasta el núcleo donde se u nc al DNA. La unión al DNA
da lugar a una modificación en la tasa transcripcional de genes específicos. La producción resuLtante de
mas o menos RNA mensajeros da lugar a modificaciones en el contenido celular de proteínas específicas
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(PR), una proteína poco abundante que a su vez está regulada por estrógenos 1181, pro-
gestinas 129, 301 y factores de crecimiento 13~1- Este receptor presenta dos isoformas
que se diferencian en la longitud del dominio aminoterminal y denominadas PR-A y
PR-B (A: 88-93 KDa; E: 109-119 KDa). La isoforma PR-A es una versión truncada de PR-E
en la que están ausentes 165 aminoácidos en el extremo amino-terminal de PR-E. Las
dos isoformas tienen idénticas secuencias en los dominios de unión al DNA y unión al
ligando y pueden proceder de un mismo gen con dos sitios distintos de iniciación de la
traducción dentro del mismo tránscrito de RNA 1321; o bien de dos RNAs mensajeros
ImRNAJ diferentes generados por dos promotores l~3l.
Tratando de encontrar una explicación molecular a la existencia de dos formas
distintas de PR, se ha descrito recientemente que la actividad de estos receptores es
específica del tipo celular y del promotor En circunstancias en las que PR-A es inactiva,
es capaz de actuar como un potente represor de la transcripción mediada por PR-E 1341.
El gen PR tiene, por tanto, el potencial de codificar tanto activadores (PR-A o PR-B}
como represores (PR-A) de la transcripción. La biosíntesis diferencial de estas dos so-
formas podría constituir un mecanismo para producir distintas respuestas a la proges-
terona en determinadas células.
La homología de secuencia entre El? y PR es del 56% en el dominio de unión al
DNA y de un 28% en la región de unión a la hormona 1281.
A nivel de expresión de mRNA el ER aparece como una banda de 6,2-6,6 Kb en
análisis de Northern 133-381 mientras que a PR le corresponde un patrón de cinco
tránscritos de tamaños III, 5,8, 5,3, 3,5 y 2,8 Kb detectados en las líneas celulares
MCF-7 y T-47D, todos de suficiente tamaño para codificar la proteína de 120 kDa 18, 29,
39>-
Aunque las hormonas responsables por excelencia de la estimulación de la pro-
liferación celular en cáncer de mama son los estrógenos, cada vez se le atribuye un
papel irás importante a la progesterona en la biología del cáncer de mama. En siste-
mas experimentales, PR se comporta como mediador de la regulación transcripcional
de genes como la ácido graso sintetasa 1401 o el receptor del EGF 1411.
2.1.3.- Dependencia bormanal en cáncer de mama
El contenido de ER y PR del tumor se utiliza como criterio de clasificación para
decidir qué pacientes son susceptibles de recibir una terapia anti-estrogénica 1421. Los
tumores que se desarrollan en células sensibles a la acción hormonal como las de la
glándula mamaria, retienen algunos de los controles reguladores de sus progenitores
normales, pero esos controles pueden perderse o alterarse durante la progresión de un
Introducción ¡o
estado hormono-dependiente a la independencia hormonal ~
En términos generales, cerca de un tercio de los tumores positivos para ER no
responden a la terapia endocrina. Esto fue atribuido inicialmente a la heterogeneidad
celular dentro del tumor con respecto a la sensibilidad hormonal l~~l y a la existencia
de algún defecto post-receptor que impidiera la activación de la transcripción génica
1171.
Otra posibilidad es la existencia de receptores anormales asociados a un fenoti-
po de resistencia. A nivel de proteína se han descrito modificaciones post-traducciona-
les de El? que implican fosforilación, modulando la unión de la Hormona, y formas trun-
cadas de receptor en su dominio de unión al DNA 1451. A nivel de RNA se han identifi-
cados tránscritos inusuales para ER en biopsias de carcinomas de mama ~ 46-481
que en caso de ser traducidos a proteínas viables, podrían interferir con la funcionali-
dad del receptor normal.
Cultivos de líneas celulares sensibles a la acción hormonal mantenidas en
ausencia de esteroides experimentan una pérdida de respuesta manteniendo sus recep-
tores intactos, lo que sugiere que la transición a un estado de hormono-independencia
puede también ser debida a mecanismos de proliferación alternativos en los que la pér-
dida del receptor podría ser una consecuencia y no una causa.
Por último, existe otra posibilidad para explicar la transición a un estado de hor-
mono-independencia que implica la secreción de factores de crecimiento autocrinos
por las células neoplásicas. La expresión constitutiva, no regulada por estrógenos,
podría justificar la aparición de un fenotipo independiente.
Esta hipótesis se vió avalada por hallazgos importantes, en células en cultivo los
estrógenos estimulan la secreción de factores de crecimiento mitogénicos (TGF-a, LOEs)
e inhiben la secreción de factores de crecimiento negativos como TOP-fr (151 que a su
vez es inducido por anti-estrógenos l~9 501. Además se describió la expresión de
receptores de EGE en biopsias de cáncer de ¡rama fundamentalmente en el grupo de
tumores El?- y su presencia se asocia con un peor pronóstico 1511. También cuenta con
evidencias en contra como estudios de transíección con un DNA complementario
(cDNAI de TOE-a en la línea celular MCE-7, hormono-dependiente, que provoca la
sobreexpresión de TGF-u reteniendo su sensibilidad a estrógenos 1521 y la utilización
de anticuerpos anti-EGER que bloquean el efecto proliferativo del TOE-a pero no el de
los estrógenos 1531.
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2.2.- FACTORES DE CRECIMIENTO EN CANCER DE MAMA
Los factores de crecimiento se definen como polipéptidos que modulan la proli-
feración celular a través de la unión con receptores específicos de alta afinidad localiza-
dos en la membrana celular, desencadenando una cascada de señales bioquímicas que
resultan en la activación o represión de distintos genes. Además, el descubrimiento de
que los productos de ciertos oncogenes eran homólogos estructurales de ciertos facto-
res de crecimiento y sus receptores, les atribuyó un papel fundamental en el estudio de
la transformación celular y la carcinogénesis.
Según su acción final, los factores mitogénicos pueden clasificarse como facto-
res de “competencia” (PDGF ECli que impulsan el avance desde Go a Ci y factores de
“progresión” {EGF. IGF-l, TGF-x) que son necesarios para la adquisición del compromi-
so de la replicación y, por tanto, responsables de la transición Gi/S (Figura 3). La transi-
ción a lo largo de la fase Cl requiere la estimulación por el factor durante varias horas;
si la señal es interrumpida por un corto periodo de tiempo, la célula vuelve al estado
Co. Existen además factores inhibidores como TGF-f3, interferones o TNE que pueden
antagonizar los efectos proliferativos de los factores mitogénicos l~4. 551,
Figura 3. Respuestas celulares a los factores
de crecimiento.
Los [actoresde competencia determinan la entrada
en el ciclo celular. La transición de G 1 a la fase S
está mediada por los [actoresde progresión mien-
ras que cí proceso de mitosis no requiere de señales
extraceluLares.
Gran parte de la importancia de los factores de crecimiento se debe a su impli-
cación en el proceso neoplásico. Las células transformadas muestran un descenso en el
requerimiento de suero para crecer, es decir, no necesitan de factores de crecimiento
exógenos y este fenómeno podría estar mediado por la activación de la síntesis de fac-
o
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tores de crecimiento endógenos, la síntesis de receptores alterados para estos factores
de crecimiento o por la activación de algún mecanismo post-receptor que sustituya la
necesidad de [actoresde crecimiento 1561.
Varios oncogenes virales identificados por transfección representan formas alte-
radas de genes celulares que codifican receptores de factores de crecimiento de la fami-
ha tirosín-quinasa. A este respecto, existe una clara evidencia de que el oncogén v-erbB
codifica una versión truncada del receptor de ECE (ECER) que contiene únicamente la
región transmembrana y el dominio asociado con la actividad tirosin-quinasa, implica-
do en la estimulación de la proliferación celular l~~l• Esto implica la posibilidad de que
el receptor se encuentre permanentemente activado sin la necesidad de la unión del
ligando. Además del caso v-erbB/ECER, se ha visto este tipo de homología en otros
receptores (v-fms/CSE- IR, kit/MCER, trk/NG FR, met/HGFR) 15~1.
Como ya se ha apuntado brevemente, las células transformadas requieren
menos factores de crecimiento exógenos para su óptimo crecimiento y multiplicación
con respecto a las células normales. Para explicar este fenómeno se postula que esas
células podrían llegar a ser malignas por la producción endógena de factores de creci-
miento polipeptidicos que actúan sobre las células que los secretan vía receptores fun-
cionales permitiendo la expresión fenotípica del péptido por la misma célula que lo ha
producido. Este proceso se ha denominado secreción autocrina 1581, y ha llegado a ser
el concepto fundamental que relaciona oncogenes y factores de crecimiento. Los onco-
genes confieren autonomía de factores de crecimiento a las células, no sólo codifican-
do directamente factores de crecimiento autocrinos, sino también amplificando las
señales mitogénicas generadas por éllos 1561.
Según esta hipótesis autocrina, y teniendo en cuenta que existen factores de
crecimiento tanto estimuladores como inhibidores, se puede postular que la transfor-
mación maligna es el resultado no sólo de la excesiva producción, expresión y acción
de factores autocrinos positivos, sino también del fracaso de las células para sintetizar,
expresar o responder a factores negativos específicos que las células liberan normal-
mente para controlar su propio crecimiento.
Además, la hipótesis autocrina podría explicar el control del crecimiento en
células de cáncer de mama hormono-dependiente de forma que estas células secreten
en respuesta a estrogenos, niveles elevados de factores de crecimiento mitogénicos y
niveles bajos de factores inhibidores ~ El efecto de los antiestrógenos sería el con-
trario, es decir, incrementar la producción de factores inhibidores e inhibir la secreción
de mitógenos. Por otra parte, las células hormono-independientes, podrían expresar de
forma constitutiva altos niveles de factores mitogénicos en ausencia de estrógenos y.
de esta forma ser independientes a la acción hormonal.
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Las células epiteliales de cáncer de mama son capaces de secretar in vitro facto-
res de crecimiento, entre los que se incluyen los factores de crecimiento transformantes
(TCE-u, TCF-f3), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-I, CF-II), factor de
crecimiento de fibroblastos (ECF>, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDCE) y
descrito recientemente, el factor de crecimiento derivado de la mama IMDGF-l), secre-
fado por la leche humana y por el medio condicionado de lineas celulares de cáncer de
mama 160, 611. La secreción de TCF-u e IGF-[ es estimulada por estrógenos, fundamen-
tando la posibilidad de que los efectos mitogénicos de los estrógenos sean indirectos y
mediados por cambios en la secreción de factores de crecimiento.
A continuación, se expondrán brevemente las características de los factores de
crecimiento incluidos en nuestro estudio.
2.2.1.- Factor de crecimiento epidérmico ¡ Factar de crecimiento trans-
formante-alfa.
El factor de crecimiento epidérmico (EGE) es el prototipo de una amplia familia
en la que se incluyen el factor de crecimiento transformante-alfa (TGE-cx), la ampireguli-
na (AR), el factor de crecimiento derivado de schwannoma (SDCE), el factor similar al
EGE de unión a la heparina (HB-ECF), y varios ligandos para el receptor HER-2/erbB-
2/neu entre los que se incluyen el factor de diferenciación de neu (NDF) y las heregulinas
141 (Figura 4). Todos estos miembros de la familia del ECE proceden de proteínas pre-
cursoras ancladas a membrana que también han sido descritas en invertebrados (los
productos de los genes lin-3 y spitz). También pertenece a esta familia una proteína víri-
ca denominada factor de crecimiento de la viruela (VCE).
Los miembros cíe esta familia están caracterizados por la presencia de una o
varias “unidades estructurales de ECE en sus dominios extracelulares, Esta unidad se
define por la existencia de seis residuos de cisteina conservados dentro de una secuen-
cia de 35-40 aminoácidos. Los precursores humanos y de ratón (proECE> son proteínas
de membrana de más de 1200 aminoácidos con un total de nueve unidades de EGE en
la región extracelular; la unidad más cercana a la región transmembrana corresponde al
EGF maduro, mieníras que las ocho unidades restantes tienen una función desconoci-
da 1621. El ECE es un polipéptido termoestable con una longitud de 48 a 53 aminoáci-
dos. Sus efectos en la célula incluyen mitogénesis, transporte de nutrientes y electroli-
tos, glicolisis y cambios morfológicos. El EGE humano, también conocido como urogas-
trona, fue aislado en orina en base a su actividad antisecretora gástrica 1631. La expre-
sión de EGE ha sido observada a niveles de RNA mensajero y de proteína en riñón, pán-
creas, intestino delgado y cerebro de ratón adulto.
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Figura 4. Factores de crecimiento anclados a membrana de la tamilia del EGF.
Se representan las “unidades estructurales de 1/GE”, la zona del factor soluble y los dominios transenembrana (cajas negrasl
El precursor proIiCF es sintetizado como una glicoproteina de entre 140 y 170
kDa, dependiendo del nivel de glicosilación que una vez que alcanza la membrana
celular, sufre una ruptura proteolítica en el extremo C-terminal, generando la forma
madura soluble,
El TGF-u es un polipéptido aislado, como un mitógeno relacionado con el ECF?
en el sobrenadante de cultivos de células transformadas por oncogenes 1641.Hay distin-
tas formas de TCE-u secretado con tamaños entre 5 y 20 kDa. La forma más pequeña
tiene una longitud de 50 aminoácidos y muestra una homología con el ECL humano y
de ratón del 44% y 33% respectivamente 1651. La caracterización del cDNA ha revelado
que esta forma de 50 aminoácidos se sintetiza como un precursor (proTCE-a) de 160
aminoácidos en humanos y de 159 en rata 1661. Estudios bioquimicos y celulares han
confirmado que proTCE-u es una proteína de transmembrana 1671. La secuencia del
péptido maduro (correspondiente a los residuos 40-89 en proTGE-u) está muy conser-
vada, mostrando un 92% de homología entre las formas humana y de rata 1661 y se
genera a partir de un mRNA de 4,5-4,8 kb que, en la forma humana corresponde a seis
exones en un gen de al menos 70-lOO kb de longitud, localizado en el cromosoma 2
1681. La heterogeneidad en cuanto al tamaño de las formas de TCFÁx puede explicarse
por diferentes rupturas proteolíticas en el dominio externo del precursor y por el grado
de glicosilación. que dependen del tipo celular 1681.
El interés en el estudio del TCE-a tiene su origen en la presencia de este factor
en tumores 169-711. líneas celulares derivadas de tumores 172, ~ y células transforma-
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das por oncogenes celulares, retrovirus y promotores tumorales ~ ~ La implicación
de este factor en algunos aspectos de la tumorogénesis ha sido sugerida por la inciden-
cia tan alta de neoplasias de mama y de hígado en ratones transgénicos que sobreex-
presan TGE-u. la expresión de este factor se ha detectado en tejidos adultos entre los
que se incluyen la pituitaria, cerebro, queranocitos y macrófagos, y está elevada en
células de cáncer de mama en respuesta a agentes promotores tumorales como los
esteres de forbol, [CF o al propio TCE-~ 761.
Además de la similitud estructural y en que ambos factores se producen en
forma de prohormonas, el EGE y el TCF-a ejercen sus funciones a través de su unión al
mismo receptor, el receptor del [GE (EGER 1.
No existen evidencias para afirmar que el [CF por sí mismo se asocie con la
inducción y la capacidad de invasión de las células tumorales. La biosíntesis de este
factor queda restringida a algunos tejidos y ni el precursor ni el [CF son producidos
por las células transformadas 1771 lEn contraste, el TCE-cz se relaciona generalmente
con la proliferación epitelial y las células tumorales. Existen varios aspectos de la bio-
logia del TCF-cí relevantes en cuanto a la tumorogénesis: la expresión inapropiada o
sobreexpresión de TCF-cx, la amplificación del receptor de ECE/TGF-a en algunas célu-
las tumorales 1781 y el incremento de respuesta de las células al TCE-a producido por
las variaciones en las rutas bioquímicas normalmente estimuladas por el complejo
activado ligando-receptor.
2.2.2.- Factor de crecimiento transformante beta.
El TGF-g es un factor de crecimiento polipeptídico estable y multifuncional. Se
han descrito receptores para esta proteína en casi todas las células de mamífero estu-
diadas pero. sin embargo, el efecto de este factor depende del tipo celular y del estado
fisiológico de las células $79, SOl.
La forma descrita originalmente, y ahora denominada TCF-f31, es sólo uno de los
miembros de una superfamilia de proteínas genéticamente relacionadas e implicadas
en la regulación del crecimiento, diferenciación y función en distintos organismos.
Estas proteínas incluyen otras formas de TCF-f3, denominadas TCF-~2, TGF-133, TCF-¡34
y TCE-jb, así como activinas, inhibinas, proteínas morfogenéticas óseas (SMPs>, el pro-
ducto del gen decapentaplégico de Drosophila, la hormona anti-Múlleria y productos de
genes de Xenopus y de ratón Sl. TCE43I y TCFJ32 han sido aisladas en tejidos o en
medio condicionado de líneas celulares mientras que las otras tres isoformas sólo han
sido identificadas a través del screening” de librerías de DNA complementario (cDNA).
La forma TCF-~l fue aislada de plaquetas y placenta humanas, riñón bovino y
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células de embriones de ratas transformadas por virus como una proteína de 25 kDa no
glicosilada constituida por dos subunidades de 13 kDa unidas por puentes disulfuro. El
clonaje del TCF-~3l humano, de mono y de ratón ha permitido la descripción de una
proteína precursora de 45 kDa en cuya región C-terminal está localizado el monómero
maduro de TGE-131 1821. La forma TCE-132 fue aislada de hueso bovino, plaquetas de
cerdo, líneas celulares de adenocarcinoma de próstata humano y glioblastoma como
un dímero de 30 kDa. La secuencia de aminoácidos de TCF-f33 fue determinada a partir
de un cDNA preparado a partir de tejidos humanos, de poílo 1831 y de ratón 184, 851,
mientras que TCF-134 y TCE-135 han sido descritos en condriocitos de embriones de
pollo 186, 87> y en embriones de Xenopus respectivamente.
Todas las formas de RNA mensajero de TCE-g, codifican largas proteínas precur-
soras con una secuencia de aminoácidos en el extremo C-terminal asociada con la
región biológicamente activa de la molécula y que muestra una gran homología (71-
82%> entre las cinco isoformas. Esta es una región altamente conservada, la diversidad
en la secuencia corresponde fundamentalmente a la región ‘~pro” del precursor
A través de experimentos in vitro se ha establecido la multifuncionalidad de los
distintos TCE-j3 1881. Sus efectos dependen de la naturaleza de la célula, su estado de
diferenciación y las influencias del entorno como son la composición de la matriz extra-
celular y la presencia de otros factores de crecimiento actuando en la célula al mismo
fi empo.
Algunas de las actividades biológicas de este factor son:
• Proliferación: Los TCE-j3s son potentes inhibidores para la mayoría de las
células epiteliales y las células del sistema hematopoyético mientras que estimulan el
crecimiento de muchas células de origen mesenquimal. Para algunas células, el TCF-j3
puede tanto estimular como inhibir el crecimiento dependiendo de la presencia de
otros factores de crecimiento de forma simultánea en el medio de cultivo. El efecto
inhibidor del TCE-13 es generalmente reversible excepto cuando está asociado a un pro-
ceso de diferenciación terminal.
• Diferenciación: El TCE-I3 puede inducirla expresión de un fenotipo diferencia-
do en algunas células y bloquearlo en otras.
• Funcionalidad: Este factor es capaz de regular distintos aspectos de la función
diferenciada de muchos tipos celulares Al igual que sus efectos sobre la diferencia-
ción, los efectos sobre la función pueden ser totalmente independientes de cualquier
tipo de cambio en la proliferación celular
Aunque, como ya se ha descrito, la forma activa del TCF-131 es un dímero unido
por puentes disulfuro generado a partir de la región carboxilo-terminal del precursor, la
Introducción ¡7
mayoría de las células en cultivo secretan una forma latente incapaz de unirse a los
receptores de la superficie celular sin una previa activación in vitro 89, 901.
La forma latente del TGE-13l (235 kDa) es un complejo de alto peso molecular
formado por la forma activa de 25 kDa, asociada no covalentemente con un dímero de
la región “pro” del precursor (75 kDa) (Eigura s1. En la mayoría de los casos, esta región
‘~pro” está unida a una glicoproteina genéticamente no relacionada (—35 <Da) de fun-
ción desconocida, aunque se cree que puede regular la biosíntesis o activación del
complejo latente 191>.
=
Figura 5. TGF-b¡: forma activa y forma
¿atente en ¿a es secretado.
Icrin torma activa
En algunas células se ha descrito un complejo latente que carece de la proteína
de unión, Los complejos para TCF-j32 y TGF-j33 no han sido completamente caracteriza-
dos pero se cree que son estructuralmente similares al descrito para TCE-91. Las dife-
rencias en la secuencia de la región “pro’ del precursor podrían ser las responsables de
la especificidad de las distintas isoformas por tejidos diferentes así como influir en la
capacidad para ser activadas.
La forma latente puede ser activada in vitro por cualquier cambio que implique
una modificación de la estructura terciaria del complejo, tal como exposición a agentes
caotrópicos, a pH extremo o a la acción de ciertas proteasas o glicosidasas 190, 921. El
mecanismo de activación in vivo parece ser altamente complejo con moléculas implica-
das como la plasmina o el receptor de IGF-lI/manosa 6-fosfato.
Los polipéptidos hormonalmente funcionales actúan en las células diana
mediante la unión específica con proteínas integrales de membrana acopladas a trans-
ductores de la señal citoplasmáticos. El TGE-[3 se une con alta afinidad a la superficie
de muchos tipos celulares 193, ~ Han sido identificados dos glicoproteinas (recepto-
res 1 y II) y un proteoglicano de membrana, denominado betaglicano (receptor tipo III)
corno los componentes que se unen con mayor afinidad al TGF-9 30. 95l
negión ‘pro’del precursor
de TGF.]3l
TGF-¡tt forma [atente
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Recientemente se ha caracterizado un receptor para TCF-f3 y activina del tipo 1 denomi-
nado ALK-5 1961.
Aunque no se conoce demasiado acerca de las rutas de transducción de la señal,
parece claro que la unión del TGE-13 a las células tiene efectos importantes, tanto en la
expresión génica como en acontecimientos a nivel de citoplasma como son estabiliza-
ción del mensaje, traducción, y modificaciones post-traduccionales de proteínas l~7l~
Además, el TCE-13 también tiene efectos sobre la expresión de proteínas de la matriz
extracelular y de enzimas implicadas en su degradación; de hecho, se piensa que
muchas de las funciones biológicas de las formas de TGF-~ están mediadas en parte
por alteraciones en la composición o en la extensión de la matriz extracelular También
son relevantes los efectos sobre la expresión y actividad de proto-oncogenes y regula-
dores transcripcionales y los más recientes nexos postulados entre el TGF-j3 y el gen
supresor del retinoblastoma (rb) 198-1001.
El crecimiento celular no restringido provocado por la ausencia de la actividad
inhibidora del TCF-J3 es quizás la más importante de las posibles consecuencias deriva-
das de una pérdida patológica de la función del TCF-ri.Esta pérdida de función puede
ser debida a defectos en la expresión o activación del TGF-j3, o bien a defectos a nivel
del receptor o post-receptor 11011.
2.3.- EL RECEPTOR DE EGE. RECEPTORES TIROSIN-QUINASA
2.3.1.- Receptores tirasín-quinasa. Generalidades
fin gran número de factores de crecimiento estimulan la mitogénesis celular por
interacción con una familia de receptores que poseen actividad intrínseca tirosín-qui-
nasa. Estos receptores tirosin-quinasa (RTKs) están constituidos por un dominio extra-
celular de unión al ligando conectado a un dominio intracelular catalítico responsable
de la generación de un mensaje bioquímico (Figura 6)1 102l.
La combinación de las funciones de unión al ligando y catalítica dentro de una
misma molécula situada a ambos lados de la membrana, representa un modelo único
de regulación alostérica dentro del contexto de La activación, generación y control de la
señal biológica. El dominio transmembrana no tiene funcionalidad en la transducción
de la señal.
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Figura 6. Prototipo de receptores tirosin-quinasa.
Están indicados los extremos carboxilo y amino-termina-
les, el si¡io de unión al ligando, al ATP ya sustratos
endógenos. Los círculos blancos representan los residuos
de cisteina y los negros los residuos de tirosina implicados
en la funcionalidad del receptor.
Esta familia de glicoproteinas de la superficie celular se clasifica en en subclases
estructuralmente distintas que pueden reflejar distintas vías moleculares de activación
celular 11031 (Figura 71.
Schlessinger en 1990.
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2.3.2.- El receptor de EGF
El receptor de ECE <EGFR) es una proteína tirosín-quinasa de 170 kDa que se
expresa en la mayoría de tipos celulares y tejidos 11041 (Como revisión: 11051). Su
secuencia completa de aminoácidos ha sido deducida mediante química de proteínas y
clonaje de cDNA ~ 781. Se produce la ruptura de un péptido señal en el extremo
amino-terminal para dar lugar a la proteína madura de 1186 residuos (621 aminoácidos
corresponden al dominio extracelular y 542 al dominio intracelular separados por una
región transmembrana de residuos hidrofóbicos).
El gen del ECEI? se localiza en la región p13-q22 del cromosoma 7, Las células
normales y transformadas que expresan ECER tienen dos especies de mRNA con tama-
ños de lO y 5,6 kb 1781. Ha sido detectado un tercer mRNA de 2,8 kb en células A431 de
carcinoma de vulva que se traduce en una proteína derivada de un gen truncado que
carece de los dominios transmembrana y quinasa.
Otros miembros de esta subclase (Clase 1, fig anterior), incluyen la proteína
codificada por c-erbB-2/neu/ldER-2 (plBS) y la correspondiente al gen erbB-3. La caracte-
rística distintiva de esta subclase es la presencia de dos regiones repetidas con secuen-
cias ricas en cisteína dentro del dominio extracelular y un dominio tirosín quinasa hin-
terrumpido en la región citoplasmática 11061.
Los principales ligandos del ECER son ECF y TCE-a aunque también actúan
como ligandos la ampiregulina y l-IB-ECR Se especula acerca de que el TCF-u es el
ligando durante la vida fetal y embrionaria mientras que el ECF es el ligando normal
desde el período neonatal hasta la vida adulta, y que la expresión de TCF-u puede lle-
gar a ser mayoritaria de nuevo si las células se vuelven tumorales 11071.
La unión del ligando induce dimerización del ECER y autofosforilación 1106,
1081. Cuando se produce esta unión, el dominio extracelular experimenta un cambio
conformacional que induce la oligomerización del receptor estabilizando las interaccio-
nes entre los dominios citoplasmáticos adyacentes y activando la función quinasa por
interacción molecular. Los dimeros de receptores poseen una elevada actividad tirosin-
quinasa y una alta afinidad por el ligando, mayor que la descrita para la forma mono-
mérica.
Los RTKs catalizan la fosforilación de sustratos exógenos así como de residuos
de tirosina dentro de sus propias cadenas polipeptídicas. Los sitios de autofosforila-
ción del EGER están localizados en la cadena carboxi-terminal 1 ~09l. La autofosforila-
ción parece liberar una represión interna estableciendo una conformación del receptor
idónea para interaccionar y fosforilar sustratos celulares.
Tanto el ECER como el resto de los RTKs tienen un potencial oncogénico latente
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debido a su capacidad para generar una señal mitogénica que, cuando es activado,
resulta en un escape del control de las rutas normales de señalización.
Los productos de oncogenes retrovirales derivados de RTKs representan mode-
los ideales de estudio de estructuras implicadas en la activación de la quinasa y la
regulación de las rutas de señalización. Además de alteraciones estructurales causadas
por reordenamientos cromosómicos de genes RTK, la sobreexpresión de ciertos RTKs
así como la secreción autocrina de los ligandos, puede ser decisiva para la iniciación y
progresión de procesos neoplásicos 11021.
En la glándula mamaria el ECEI? se localiza en las células epiteliales, sobre todo
en las mioepiteliales, y. de forma variable, en el estroma I~.
El pronóstico es peor para los pacientes cuyos tumores sobreexpresan ECER
debido generalmente a un aumento en el nivel de mensajero. 1-la sido establecida una
correlación inversa entre los niveles de EGER y el contenido en receptores de estróge-
nos, compatible con un modelo autocrino para la estimulación del las células tumora-
les.
3.- FACTORES GENETICOS
3.1.- GENERALIDADES
Se ha estimado en un 5-10% el cáncer de mama en mujeres de menos de 50
años asociado con una predisposición familiar a padecer la enfermedad. Estudios epi-
demiológicos en estas familias favorecen la hipótesis de que existe un gen dominante
autosómico heredado en una proporción mucho mas alta en cánceres premenopaúsi-
cos que postmenopaúsicos. Todavía no se conoce con certeza cuántos son los genes
implicados, su localización cromosómica, su función a nivel celular o los mecanismos
por los que dichos genes son transmitidos o expresados 5>.
Los cánceres humanos más comunes son aquellos en los que están implicadas
células epiteliales, es decir, que se desarrollan en tejidos con un altísimo grado de
recambio celular Este tipo de procesos tumorales son consecuencia de uno o varios
cambios permanentes que propician un estado patológico de proliferación continuo o
incluso aumentado. Los cambios a los que se hace referencia pueden ser positivos
dominantes conduciendo a la célula a una infinita sucesión de ciclos proliferativos o
bien negativos, incapacitándola para experimentar una diferenciación o una muerte
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celular programada normales 11101. Esto quiere decir que la alteración en el DNA
puede resultar tanto en la activación de genes estimuladores del crecimiento (oncoge-
nes dominantesí como en la inactivación de genes inhibidores del crecimiento (genes
supresores) III III 1121.
1w localización e identificación de estos genes se puede abordar mapeando cro-
mosomas de familias afectadas por la enfermedad con el fin de identificar marcadores
genéticos asociados con la enfermedad diferenciables en los sujetos sanos. En el caso
de familias con historia de cáncer de mama, ha sido detectado un patrón de estos mar-
cadores en el cromosoma 17 y ha sido atribuido a un gen responsable del cáncer de
mama familiar, de la “patología proliferativa de la mama” y de algunos cánceres de ova-
rio, denominado E3RCA2I y localizado en la región 17q2l-23 1131.
Parece que la predisposición genética para padecer cáncer de mama se relaciona
de forma directa con la predisposición a desarrollar una enfermedad conocida como
patología proliferativa de la mama” considerada como un estadio premaligno. Esta
enfermedad se origina en la unidad ductal terminal, es polimórfica y sus focos iniciales
se detectan frecuentemente en muestras de mastectomía. Los genes dominantes para
la “enfermedad proliferativa de la mama” como estadio inicial en a progresión al cán-
cer de mama no han sido identificados todavía, aunque se han descrito distintas altera-
ciones genéticas en las que están implicados tanto oncogenes como genes supresores
(Figura 8)11 4>)
El gen nm23 se pierde durante el proceso metastásico de la progresión del cán-
cer pero todavía no ha sido asociado con el cáncer familiar Este gen fue aislado de una
línea celular de cáncer de mama metastásico; está implicado en el desarrollo normal y
cuando el gen es mutado o se pierde induce un crecimiento anormal y metástasis
II 15111161.
Figura 8. Oncogenes y genes supresores
en cáncer de tnam
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3.2.- ONCOGENES Y GENES SUPRESORES
Los oncogenes son formas alteradas de genes celulares normales conocidos
como proto-oncogenes. Eueron identificados mediante el estudio de retrovirus trans-
formantes 11171. Algunos retrovirus tienen la capacidad de incorporar fragmentos de
genes celulares al genoma viral favoreciendo la formación de tumores. Estos oncogenes
retrovirales no son más que formas alteradas de proto-oncogenes celulares que han
sido incorporados al genoma viral por recombinaciones ilegítimas durante las infeccio-
nes viricas 11181.
Se han descrito diversos mecanismos por los que se puede producir la activa-
ción de proto-oncogenes a las formas oncogénicas responsables de la transformación
1] 191: amplificación génica (aumento del número de copias del gen) con aumento de la
expresión del producto codificado, alteraciones por mutación, deleciones, inserciones y
traslocaciones cromosómicas que pueden producir una expresión aberrante, etc.
Por medio de los estudios de transfección in vitro de células de ratón con DNA
genómico extraído de tumores sólidos humanos, se han llegado a identificar varios
proto-oncogenes que han sufrido la transformación a la forma oncogénica en varios
tipos celulares.
Se han identificado varias familias de genes que ejercen sus funciones como fac-
tores de crecimiento, receptores para estos factores, segundos mensajeros o como fac-
tores de transcripción, todos ellos implicados en el complejo entramado de señaliza-
ción que conduce en cascadas sucesivas, al crecimiento, la proliferación y la diferencia-
ción celular II 101:
FUNCIONES BIOLOGICAS DE ALGUNOS PROTO-ONCOGENES CELULARES
Función Proto-oncogenes
Factores dc crecimiento sís ( PDG FI. u ¡—2, ñst— 1
Receptores de factores de crecimiento erbB (EGFPX). fms C5FR). mcl <HGFR].
cori acti vióuíd t rosín—qui nasa neo, ros, 14, re]
‘Fi rosín -s¡ u iríasas srs. ab], (dr. ces
Regulación de trausducción de la señal Ha-ras, K-ras, tiras, gsp, gíp
seriri/rreofi rl-qn nasa naos, rol
Facutores cje transcripción ngis. myb. los. c—jun . reí
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En el cáncer de mama humano, Ja amplificación génica es el mecanismo de acti-
vación más frecuente 11201. En cuanto a la incidencia de mutaciones puntuales o tras-
locaciones en cáncer de mama, se podría hablar de una pequeña proporción de tumo-
res en los que se han detectado mutaciones puntuales de alguno de los genes de la
familia ras, pero parece que este tipo de defecto genético no tiene una importancia rele-
vante en el desarrollo esta patología. Hasta el momento no se han descrito traslocacio-
nes.
La presencia de oncogenes puede explicar la aparición de muchos tumores pero,
dada la naturaleza somática de la mutación que los origina, no se puede explicar la pre-
disposición genética para padecerlos, que debe transmitirse por medio de otros genes
diferentes.
Una posibilidad es que el componente hereditario sea un gen supresor inactiva-
do por una pequeña deleción o mutación puntual. Su comportamiento es recesivo a
nivel celular y por tanto la copia normal residual del gen compensa completamente el
defecto, que puede persistir en la población. Los portadores pueden no desarrollar
nunca el cáncer pero si en una o varias células de un órgano vulnerable, la única copia
funcional del gen es dañada o perdida, la transformación maligna será altamente pro-
bable.
Las células pueden descubrir la existencia de una única copia mutada de un gen
supresor mediante una deleción en el alelo normal. La existencia de esta pérdida de
heterocigosis indica que es probable que exista un gen supresor en algún lugar dentro
de los limites de la delección 11111. En el cáncer de mama se ha demostrado pérdida de
heterocigosis en varias regiones cromosómicas: 17p, 17q, Rip, 13q, 1 IP y lq. La lesión
en 1 3q probablemente se relaciona con el gen de retinoblastoma (Rb) y hay bastante
certeza de que el gen relevante en 1 7p es el gen supresor p53.
3.2.1.- Oncogén neu/c-erbB-2/HER-2:
Este oncogén fue identificado en DNA de neuroblastomas de rata inducidos quí-
micamente. La forma oncogénica en rata contiene una mutación puntual que provoca
la sustitución de un único aminoácido en la región transmembrana de la proteína y que
es la responsable del potencial oncogénico asociado con un incremento de la actividad
tirosin-quinasa 1121, l221.
El oncogén c-erbB-2/HER-2/neu se localiza en el cromosoma 17 (1 7q2 1) y tiene
como producto una fosfoglicoproteina de 185 kDa conocida como p185 erbE3-2 que atra-
viesa la membrana celulan y que adopta las características estructurales descritas para
esta subclase de receptores con actividad tirosin-quinasa. Aunque no se conoce la
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identidad del ligando para este receptor, se piensa que se trata de un factor de creci-
miento celular Han sido propuestos distintos candidatos, el primero descrito fue una
glicoproteina de 30 kDa (Gp3O) secretada por una línea celular de cáncer de mama
1231. Posteriormente se aisló y caracterizó una segunda forma de 75 KDa que interac-
ciona de forma específica con pl85 erñB-2 11241. Las heregulinas son un familia de proteí-
nas (45KDa) que se unen e inducen la fosforilación de pl85 estimulando el crecimiento
de una línea celular de cáncer de mama in vitro 11251. Se ha donado después un gen que
parece ser el homólogo de la heregulina en rata denominado NDF}factor de diferencia-
ción de twa) 11261 ~Ver2.2,1). flor ¡ifltimo, se ha descrito un factor activante específico de
plSS 11271.
En humanos se ha descrito la amplificación del gen en un 9-33% de carcinomas
de mama así como en otros tumores y en un gran número de líneas celulares derivadas
de adenocarcinomas, entre ellas de origen mamario 11281. La sobreexpresión de pl85
puede suceder con y sin amplificación génica. Además del mecanismo de amplifica-
ción, se ha descrito la sustitución de isoleucina por valina en la posición 655 en un ade-
nocarcinoma de mama humano pero se piensa que no tiene significado en la activación
oncogénica 11291. Es, por tanto, el mecanismo de amplificación del proto-oncogén el
mecanismo dc activación más común , y el que se ha descrito para el cáncer de mama
en un gran número de trabajos.
El trabajo pionero fue el de Síamon y col. 11301 que analizaron extractos de DNA
de tejido tumoral por la técnica de Southern en 189 carcinomas de mama. Se detectó
amplificación en un 30% de las muestras, y esta amplificación se correlacionó con un
peor pronóstico. Posteriormente se han ido publicando trabajos con resultados muy
variados y en ocasiones contradictorios. En este momento todavía no ha sido estableci-
do el valor pronóstico de este factor
Además de la determinación del número de copias del gen, el desarrollo de anti-
cuerpos contra la proteína pl85, permite determinar los niveles del producto del gen en
las muestras tumorales, bien por inmunohistoquimica o por enzimoinmunoensayo.
3.2.2.- Otras oncogenes y genes supresores en cáncer de mama
• int-2fhst/bcl-1 (unidad 1 1q13): el gen int-2 aparece amplificado hasta
en un 19% de los carcinomas de mama y esta amplificación se correlaciona con la exis-
tencia de recidivas locales, edad superior a 50 años y la presencia de metástasis gan-
glionares axilares.. El “screening’ de la región entre 1 Iqí 1 y ¡1 q24 detectó co-amplifica-
ción de los oncogenes bcl- 1 y hsl en los tumores en los que se había descrito amplifica-
ción del int-2. Sin embargo. la amplificación de estos genes no se correlaciona con la
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expresión de sus RNAs mensajeros. Se postula que algún oncogén todavía no identifi-
cado en la unidad de amplificación I 1qI3 puede ser el responsable del comportamien-
to maligno de estos tumores 11141.
• c-myc: se ha detectado sobreexpresión de este gen en varios tipos de
tumores. La proteína c-N4yc es una proteína nuclear implicada en la regulación de la
transcripción de otros genes importantes en la regulación del crecimiento. La amplifi-
cación de este gen se asocia con el cáncer de mama inflamatorio, edad superior a 50
años y peor pronóstico.
• c-erbB-3: gen homólogo del oncogén v-erbB 11311 que es expresado por
algunos tumores en niveles relativamente elevados, aunque se desconoce si el gen está
amplificado o reordenado.
• Rl,: se ha detectado inactivación de Rb en aproximadamente un 30%
de los tumores de mama. Este gen codifica una fosfoproteína nuclear que es inactivada
por deleciones o mutaciones, La forma no fosforilada mantiene las células en Co y Cl,
mientras que la forma fosforilada ibera las células de ese mecanismo de control permi-
tiendo que tengan lugar la síntesis de DNA y el proceso de mitosis.
• p53: La proteína p53 es una fosfoproteina nuclear que se une al DNA
inhibiendo la transformación de células de ratón por c-myc y ras. Está implicada en la
regulación del ciclo celular y cuando se inactiva conduce a la célula a una proliferación
descontrolada. Las mutaciones en p53 se detectan en cáncer de mama y en otros tipos
de cáncer y la pérdida del alelo en 1 7p es característica en varios tumores agrupados
en el ‘síndrome del cáncer familiar”
4.- ASPECTOS CLíNICOS DEL CANCER DE MAMA
4.1 .-CLASIFICACION EN ESTADIOS DEL CANCER DE MANtA. SISTEMA TMN
La clasificación en estadios del cáncer de mama consiste en definir la extensión
de dicha enfermedad. Se evalúan datos clínicos procedentes de la exploración física de
la paciente, evaluaciones radiológicas, determinaciones bioquímicas analíticas, datos
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quirúrgicos y estudio anatomopatológico del tumor Esta información es útil a la hora
de elegir un tratamiento estimar el pronóstico y comparar resultados obtenidos con
distintos protocolos de tratamiento. El sistema de clasificación TNM es el reconocido
internacionalmente y adoptado tanto por la Union Internationale Contre le Cancer y la
American loint Comission mi Cancer Stagincj and End-Results Reportinq 11321. Este sistema está
basado en la extensión del tumor IT). la implicación de ganglios linfáticos (N}, y la pre-
sencia de metástasis IM).
La evaluación clínica de la existencia de ganglios axilares afectados conlíeva un
riesgo de falsos positivos y falsos negativos, sin embargo la clasificación patológica
basada en la evaluación histológica de la muestra axilar permite una predicción del
pronóstico mucho más precisa que la que posibilita la clasificación clínica 11331 El pro-
nóstico de la enfermedad está claramente relacionado con la extensión de los ganglios
afectados.
4.2.- PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS
La anatomía patológica permite confirmar el diagnóstico de malignidad que pre-
viamente establece la clínica con los métodos complementarios de exploración. Un
estudio anatomopatológico de la pieza operatoria obtenida en el tratamiento inicial,
aporta una serie de datos estructurales que permiten hacer una buena valoración en
cuanto al pronóstico
Para cada enferma hay que reunir los datos clínicos, los hallazgos operatorios,
los correspondientes a las estructuras de la pieza, valoración de receptores hormona-
les, así como otras determinaciones bioquímicas con el fin de conseguir una evaluación
pronóstica más completa II 341.
En la valoración anatomopatológica del pronóstico se tienen en cuenta: la exis-
fencia de metástasis ganglionares, el tamaño tumoral, el tipo histológico y el grado de
diferenciación histológica.
4.2.1.-Grados histológicos de malignidad (diferenciación tumoral)
os grados histológicos de malignidad tienen una decisión subjetiva y por si
solos no sirven para hacer deducciones pronósticas. Están en relación con el grado de
diferenciación de las células tumorales o grado de malignidad. Las clasificaciones más
utilizadas son la de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) 11351 y el sistema de grados de
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Eisher II 361.
El sistema SBR se basa en la valoración de tres parámetros:
• Grado de diferenciación definido por la capacidad del tumor para formar
estructuras tubulares, glandulares o papilares.
• Polimorfismo nuclear (tamaño del núcleo y forma y características de la croma-
tina).
• Número de mitosis (actividad proliferativa del tumor),
Permite clasificar los tumores en Grado 1 si están bien diferenciados Grado II si
son moderadamente diferenciados y Crado JI! si están poco diferenciados II 371.
4.2.2.-Clasificación histológica
Un método más objetivo es utilizar la clasificación histológica de os tumores
malignos. En esta clasificación, con sus lógicas variaciones, están de acuerdo los ana-
tomopatólogos, y cada tipo de tumor lleva ya en si mismo un pronóstico de maligni-
dad.
Los tipos más comunes son los ductales infiltrantes y los lobulillares infiltran-
tes, bien en sus formas puras o en combinación con otros tipos tumorales.
A- CARCINOMA ‘IN SITU”
Se caracteriza porque la proliferación de las células malignas tiene lugar dentro
de los conductos y los lobulillos sin invadir el tejido del estroma adyacente.
Dependiendo de su localización, características citológicas y patrones de crecimiento,
se clasifica en ductal y lobulillar
A. 1.- Carcinoma ductal ~i¡¡~ situ”
El término “carcinoma ductal in situ” (algunas veces denominado “cáncer de
mama intraductalí describe un conjunto de lesiones en las que la característica histo-
lógica común es la proliferación de las células malignas dentro de los conductos sin
invadir el estroma y generalmente es diagnosticada basándose en la existencia de
microcalcificaciones clínicamente ocultas detectadas por mamografia.
El carcinoma ductal ‘in situ” puede dividirse desde el punto de vista morfológico
en una variedad de subtipos, siendo los más comunes el tipo comedo y el no comedo
que incluye cribiforme, micropapilar y sólido, El subtipo denominado comedo se carac-
teriza por núcleos grandes, polimórficos, con presencia de numerosas mitosis y resi-
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duos necróticos celulares en el centro de los conductos. En contraste, el subtipo no
comedo se caracteriza por la presencia de núcleos monomórficos, pocas o ninguna
mitosis y la ausencia de necrosis. Estudios recientes demuestran que estos subtipos
difieren en su capacidad de proliferación, en la sobreexpresión del oncogén c-erbB-2
11381, en la frecuencia de microinvasión oculta 11391 en el patrón mamográfico e inci-
dencia de hilateralidad.
Existen datos procedentes de estudios puntuales que indican que algunos casos
de carcinoma ductal ~~insitu’ evolucionan a un cáncer invasivo y que este proceso
puede tardar muchos años en hacerse evidente 11401. Un estudio indica que el subtipo
comedo es más susceptible de asociarse con la progresión hacia un carcinoma invasivo
que el subtipo no comedo 1 l41 1. Sin embargo, hasta el momento presente, no existen
características clínicas morfológicas o biológicas que puedan considerarse predictivas.
A.2.- Carcinoma labulillar “in situ”
Este término describe una patología caracterizada por una proliferación sólida de
células pequeñas dentro de los lobulillos de la mama (y de forma ocasional en los conduc-
tos) con núcleos pequeños, uniformes, de forma ovoide y moderadamente irregulares. El
diagnóstico puede confundirse con el del carcinoma ductal “in situ”. Generalmente se
localiza en múltiples áreas de la mama, es decir, es multicéntrico, y rara vez se asocia con
carcinomas invasivos no detectados.
La incidencia real de este tipo de cáncer en la población no es conocida ya que
carece de signos clínicos o mamográficos, se estima su aparición en 1-3% de las muestras
de biopsia de mama. Es más frecuente entre mujeres premenopaúsicas debido , en parte,
a que este grupo de mujeres padecen de forma más habitual patologías benignas de la
mama que requieren biopsia.
Se cree que este tipo de carcinoma puede ser una lesión premaligna o bien un mar-
cador indicativo de un riesgo elevado de desarrollar un cáncer de mama invasivo 11421.
B.- HISTOLOGíA DE LOS CANCERES DE MANÍA INVASIVOS
Los cánceres de mama invasivos comprenden un grupo histológicamente hete-
rogéneo de lesiones. La mayoría de los carcinomas de mama son adenocarcinomas y se
clasifican en función de su apariencia microscópica, bien como ductales o lobulillares.
La mayoría de los tumores parecen originarse en la sección terminal de los conductos,
independientemente de su tipo histológico. Los cinco tipos más comunes de cáncer de
mama invasivo son.
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B. 1.- Carcinoma Ductal Infiltrante
Es sin duda el más común de los tipos histológicos (aproximadamente 75% de
los cánceres de mama) y se caracteriza por la ausencia de características histológicas
especiales. Estos tumores son duros a la palpación y habitualmente metastatizan a los
ganglios linfáticos axilares lo que implica un peor pronóstico en comparación con otros
tipos histológicos.
B.2. Carcinoma Labulilíar Infiltrante
Es relativamente poco común (aprox. 5-10% de los carcinomas de mama). Se
caracterizan por ser multifocales y bilaterales. A nivel microscópico el carcinoma lobu-
hIlar está formado por células pequeñas generalmente dispuestas en hilera, esta forma
de crecimienlo se denomina “fila india”, con tendencia a crecer también alrededor de
los conductos
Existen variantes como el tipo de célula pequeña o en ‘anillo de sello” de peor
pronóstico que el patrón clásico.
8.3.- Carcinoma Tubular
Consntuye aproximadamente el 2% de los cánceres de marna. Las metástasis
axilares no son frecuentes y el pronóstico es mejor que en el caso del carcinoma ductal
infiltrante. Se detecta bien mamográficamente, las células presentan baja actividad
mitótica y moderada atipia.
B.4.- Carcinoma Medular
Está formado por cordones celulares que se anastomosan entre sí, agrupándose
en masas; contiene células grandes muy diferenciadas con núcleos polimórficos en
fases de mitosis y frecuentes nucleolos que hacen prominencia en la membrana celular;
hay un alto grado de anaplasia. El estroma es muy escaso, como característica de este
tumor, hay una gran infiltración linfoidea que ocupa el estroma intratumoral y que, por
su aspecto, da el nombre de medular al tumor. Está circunscrito y la citología parece
indicar una gran malignidad. Constituye aproximadamente el 5-7% de los tumores de
mama. La supervivencia a los cinco años despúes del tratamiento es mejor que el des-
crito para el tipo ductal inliltrante, siempre que el tumor presente todas las característi-
cas descritas.
B.5.- Carcinoma Mucinoso o Coloide
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Constituye aproximadamente el 3% de los carcinomas mamarios y se caracteriza
por la acumulación abundante de mucina extracelular alrededor de grupos de células
tumorales. Las formas puras suelen encontrarse en mujeres de 60 años evolucionan
con gran lentitud y la supervivencia es mayor que la media general de los carcinomas
de mama. Tiene una difusión retardada y menor número de metástasis en ganglios axi-
lares que el carcinoma ductal. Existen formas mixtas en las que junto con estructuras
de cáncer coloide hay un adenocarcinoma corriente; en estas formas mixtas la evolu-
ción se inclina hacia mayor malignidad pero siempre la presencia de material mucinoso
indica menor actividad.
Otras formas poco frecuentes de carcinoma de mama incluyen los tipos papila-
res apocrinos. secretores y formas metaplásicas (incluyendo carcinoma escamoso,
espinocelular y carcinosarcomas).
4.3.- NUEVAS POSIBILIDADES TERAPEUTICAS BASADAS EN LOS MECA-
NISMOS BIOLOGICOS DE LA ENFERMEDAD
Quizás uno de los aspectos mas esperanzadores en la investigación del cáncer
es la que aporta el conocimiento cada vez más profundo de la biología de la enferme-
dad para mejorar el diagnóstico, el pronóstico así como las posibilidades terapéuticas.
Las hormonas esteroideas siguen siendo uno de los factores más importantes
en la investigación que lleva a cabo sobre cáncer de mama. Como ya se ha mencionado
a lo largo de esta introducción, muchas lineas de investigación se han centrado en la
identificación de sustancias inducidas por estas hormonas y que han contribuido al
desarrollo de un fenotipo maligno caracterizado por mitogénesis, invasión y metástasis.
Basándose en todos los datos aportados, se podría postular que exiten factores
de crecimiento responsables, al menos en parte, de la evolución del epitelio normal
mamario a una s¡tuación neoplásica y que las células cancerígenas mantienen su feno-
tipo transformado corro resultado de los efectos de estos factores de crecimiento.
Estos factores incluyen ICF-I y II, TCF-u, TCE-fr EGE PDGF’, 1-CF y ligandos para
erbB2 y orbB3. Estos factores de crecimiento pueden contribuir a la progresión y mante-
nimiento del proceso neoplásico a través de mecanismos que implican la estimulación
de las células epiteliales o del estroma adyacente,
Han sido desarrolladas terapias dirigidas contra estos factores de crecimiento y
sus receptores en experimentos in vitro y en sistemas experimentales. Estas terapias se
basan en la premisa de existen diferencias importantes y específicas entre las células
neoplásicas y las células normales que permiten el dirigir la actuación terapeútica úni-
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camente contra los productos celulares que contribuyen al fenotipo maligno.
Se han sugerido estrategias muy variadas entre las que se incluyen:
• Utilización de altas concentraciones de factor de crecimiento exógeno normal
que se unirá al receptor inhibiendo el crecimiento de las células tumorales
• Anticuerpos monoclonales contra un factor de crecimiento específico con el fin
de bloquear su acción.
• Anticuerpos monoclonales contra receptores para factores de crecimiento,
bien como molécula aislada o bien conjugada con toxinas, radionucleidos o drogas
1~4~1.
• Factores inhibidores del crecimiento que neutralicen los efectos de los facto-
res de crecimiento.
• Agentes como oligonucleótidos ‘antisentido”que pueden ser incorporados en
el DNA de las células tumorales para inhibir la producción de un factor de crecimiento
o su receptor.
• Agentes capaces de interaccionar con factores de crecimiento e inactivarlos o
bloquear su acceso al receptor
• Inhibidores tirosin-quinasa que interfieren con las cascadas de transducción
de la señal después deque el factor de crecimiento se ha unido al receptor 11441.
OBJETIVOS
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1.- Descripción de los niveles de expresión de receptores hormonales, factores de creci-
miento y oncogenes en biopsias de cáncer de mama como sistema de experimentación,
2.- Utilización de distintas metodologías disponibles para la caracterización de estos
factores a nivel de proteína y de mRNA con el fin de validar adecuadamente la expre-
sion de sus genes.
3< Caracterización de las muestras a nivel histológico con parámetros que normalmen-
te se utilizan como criterio de progresión tumoral, pérdida de diferenciación y metásta-
515.
4.- Estudio de la dependencia hormonal del cáncer de mama y su correlación con la
pérdida de diferenciación y transición a un fenotipo más maligno.
5< Estudiar si la pérdida de sensibilidad hormonal está mediada por la expresión de
factores de crecimiento transformantes.
6< Comprobar la existencia de un posible mecanismo de regulación autocrino de las
células tumorales a través de receptores tirosín-quinasa.
7< Estudio de la expresión del oncogén c-erbB-2/HER-2/neu e implicación en el cáncer
de mama.
MATERIALES Y
METODOS
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MATERIALES
¡ .- MATERIAL BIOLOGICO
1.1.- MUESTRAS TUMORALES
Las biopsias de carcinomas de mama fueron recogidas en el Servicio de Anato-
mía Patológica del Hospital Universitario San Carlos, procedentes de los Servicios de
Cirugía y Cinecología del mismo centro.
1.2.- LINEAS CELULARES
La línea celular MCF-7, establecida por Soule 11451 a partir de una efusión pleu-
ral de una paciente con adenocarcinoma de mama metastásico, fue generosamente
cedida por C. Lecqlerq (Instituto lules Bordet. Centro de tumores de la Universidad
Libre de Bruselasí. Esta línea celular se utilizó como control positivo de patología flor-
mono-dependiente.
La línea MDA-MB-231 fue obtenida de la ATCC (American Type Culture Collec-
tioní, establecida también a partir de una efusión pleural de una paciente con adeno-
carcinoma mamario (Cailleau, INCí. 5SF 661-674, 1974). No posee receptores de estró-
genos por lo que se utiliza como control negativo y modelo de independencia hormo-
nal.
La línea A549 fue obtenida de la ATCC, establecida a partir de un carcinoma de
pulmón humano (Giard, J.N.C.I 51: l417-1423, [973). El medio condicionado por estas
células posee niveles elevados de TCE-fi.
¡.3.- ESTIRPES BACTERIANAS
Se utiliza la estirpe de E. Coli denominada DI-lS, cedida amablemente por A.
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Nieto ICentro de Biología Molecular, CSIC, Madrid), para su transformación con los
plásmidos que contienen los distintos fragmentos de cDNA utilizados como sondas
para los experimentos con RNA.
2.- MATERIAL NO BIOLOGICO
2.1.- COMPUESTOS RADIACTIVOS
Na’251 (Actividad específica: lOO mCi/ml)J: Amersham
32PwdCTP (Actividad específica: 3000 Ci/mmol):Amersham
2.2.-SONDAS DEcDNA
ECFR: se utiliza como sonda el fragmento de 1.8 kb donado en el sitio EcoRí del
plásmido pUCI3. Fi clon se denomina pHER-A64-l 1781 y se obtuvo de la ATCC. El
inserto incluye la secuencia codificante para los dos dominios ricos en cisteina y el
dominio transmembrana de la molécula del ECER.
TGF-a: El plásmido pTCF-CI 1661 que contiene el cDNA para TCF-u donado en
el sitio Pstl del vector pBR322 fue generosamente cedido por Cenentech, Inc (San Fran-
cisco, CA>
TGF-[3: El plásmido pl3as 1821 fue igualmente cedido por Genentech, Inc. Se uti-
liza como sonda el inserto de 1050 bp donado en el sitio EcoRí del plásmido spó4 y
que codifica el TCF-[3 humano.
ER: El plásmido pSCS-HEO fue cedido por E Chambon (Estrasburgo Francia) y
contiene el fragmento de cDNA correspondiente al El? humano de 1.8 kb donado en el
sitio EcoRI del plásmido pSCS 1271.
PR: Esta sonda fue también obtenida del laboratorio del Profesor Chambon. El
plásmido hPR 1 contiene el inserto que codifica la forma [3del receptor de progesterona
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humano donado en el sitio EcoRí del plásmido pSC5 ~
GAPDH: Esta sonda control fue proporcionada por R. Ramos (Centro de Investi-
gaciones Biológicas. CSIC, Madrid).
2.3.- PROTEíNAS Y ENZIMAS
Factor de crecimiento epidérmico de ratón (Biomakor, Israel)
Ribonucleasa A (Sigma)
Enzimas de restricción: EcoRI, Pstl, Ncol (Boehringer Manheim, BRL)
Lisozima (Sigma)
Proteinasa K (Boehringer)
2.4.- REACTIVOS PARA CULTIVOS CELULARES
Para el crecimiento de las líneas celulares de cáncer de mama se utilizó medio
MEM(Medio Mínimo Esencial) suplementado con L-Clutamina (0.6 mg/ml 1. Centamici-
na (40 ytg/ml), Penicilina (bOU/mIl y Estreptomicina 1100 gg/ml), todos adquiridos a
Gibco, BRL y con 10% suero fetal de ternera (Seromed>.
La línea A549 se mantiene en medio HAM E-lO (Cibco, BRL) suplementado con
Centamicina, Penicilina, Estreptomicina y suero fetal en las mismas concentraciones
descritas para las otras dos lineas.
Cuando las células llegaban a confluencia eran tratadas con tripsina (Gibco,
BRL) y subcultivadas en frascos TI 75 (Nunc).
2.5.- REACTIVOS PARA CULTIVO DE BACTERIAS
El bacto agar. triptona y extracto de levadura para la preparación de las placas
de agar y del medio LB, fueron obtenidas de Dilco.
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2.6.- EQUIPOS DE REACTIVOS
Marcaje de sondas: Multiprime labelling system (Amerslnam)
Nick Transíation (Amersham, SRL)
Purificación DNA: Genec]ean II (Bio 101)
MA: TOE-u (Biomedical Tecbnologies Inc.)
TGF-~ (Du Pont)
ELISA: Enzimoinmunoensayo ER/PR <Abbott)
pISS (Oncogene Science)
CA: ER/PR (Abbottl
2.7.- REACTIVOS ESPECíFICOS
RNAzol E (Biotecx Laboratories, mc)
DEPC (Dietilpirocarbonatol(Sigma)
Marcadores de peso molecular:
DNA: XDNA/Hindlll y~Xl74/Hae (BITh)
RNA: RNA ladder (SRL)
Resma de intercambio iónico ACSOI-X8 (Biorad)
2.8.- REACTIVOS GENERALES (Grado de análisis o grado biología molecu-
lar)
Fueron adquiridos de las casa comerciales Merck, Sigma, SRL, Boehringer
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METODOLOGíA
1.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Las muestras fueron recogidas inmediatamente después de su disección mante-
niéndolas a -800C hasta el momento de su procesamiento. Dentro de la pieza quirúrgi-
ca, se seleccionó la región tumoral por un anatomopatólogo, confirmando posterior-
mente su naturaleza neoplásica por técnicas histológicas.
Las muestras fueron pulverizadas en N
2 líquido, manteniendo condiciones seve-
ras de esterilidad en un Microdismembrator (Braun) utilizando cápsulas de teflón. El
tejido pulverizado y congelado fue distribuido en dos criotubos estériles. Una de las
fracciones fue utilizada para la extracción de RNA y posterior estudio de expresión géni-
ca, mientras que la segunda fracción de telido fue procesada para el estudio proteico.
El protocolo queda esquematizado en la figura 9:
LB/PR
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EXTRACCI<)N RNA
4 pI85EXPRLSION (;ENICA jj
c:iíosel
4
CONCENTRAR
‘4
TGP-a/TGF-~
‘1 UMOR
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47
HOMOGENEIZAcION
-4
u1;rRACENTRIFtIGAc¡ON
Preparación membrana
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E(4FR
Figura 9. Esquema del procesamiento de la muestra tumoral.
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2.- ESTUDIO DE NIVELES DE PROTEíNA.
2.1.- HOMOGENEIZACION. OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES.
En el criotubo con la fracción de tejido correspondiente se añaden 3 ml por
gramo de tejido de tampón de homogeneización (10 mM TRIS, 1,5 mM EDTA, 5 mM
Molibdato sádico, 1 mMMTC) a 40C y se prepara un homogeneizado del que se retiran
50 pl para la determinación posterior de la proteína p185, que son guardados a -800C
hasta su utilización.
El resto de la solución se centrifuga a 800xg durante 20 minutos a 40C y el preci-
pitado se aya de nuevo en las mismas condiciones. Los sobrenadantes de estos dos
pasos se ultracentrifugan a I00.OOOxg durante 1 hora a 40C para separar las fracciones
citosólicas y de membrana.
Parte del citosol se procesa el mismo día de su obtención para el análisis de
receptores de estrógenos (EL?) y de progesterona (PL?) pues se ha demostrado que
ciclos de congelación/descongelación influyen en el contenido de estas proteínas ter-
mosensibles. El resto del citosol se guarda a -800C para el posterior estudio de TOE-u y
TO F- J3.
En cuanto al precipitado que contiene la fracción de membrana, se redisuelve en
50<) ~.tl de tampón HEGEL? (20 mM fosfato, i 50 mM NaCí, 50 gM bacitracina pH 7.4> y se
mantiene a -800C hasta su procesamiento para la determinación de EGER.
2.2.- DETERMINACION DEL CONTENIDO DE RECEPTORES DE ESTROGE-
NOS (ER) Y PROGESTERONA (PR)
Se utiliza para ambas proteínas un enzimoinmunoensayo (LíA) en fase sólida
basado en el principio “sandwich” 11461 (Figura 10). La utilización de anticuerpos
monoclonales contra ambos receptores permite el reconocimiento antigénico directo
detectando, por tanto, los receptores tanto libres como ocupados por el ligando endó-
geno.
En el caso de EL?, los anticuerpos utilizados son D547 y H222 1147111481; para
PR, los anticuerpos reconocen las formas de peso molecular 120 K y 95 K del receptor
de progesterona humano 1171.
El ensayo se basa en la unión del receptor presente en los citosoles a anticuer-
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pos monoclonales de rata anti-receptor inmovilizados en esferas de poliestireno. Los
receptores unidos a la esfera son incubados con un segundo anticuerpo monoclonal de
rata que está unido covalentemente a peroxidasa de rábano. Tras la incubación del
‘sandwich” anticuerpo-receptor con peróxido de hidrógeno y el sustrato cromógeno (o-
fenilendiamina, QPD), se desarrolla color que se cuantifica por la medida de absorban-
cia a 492 nm. La intensidad de color es directamente proporcional a la cantidad de
receptor unido a la esfera y su cuantificación se lleva a cabo por interpolación en la
curva estándar construida a partir de concentraciones conocidas de El? y PR humanos
(Rango de la curva estándar: 0-250 fmol/ml proteína de citosol).
(A(Insubaééo 13 h/2.$c
(II) T.jvad(’
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POLIESTIRENO y, ANTICUERPO
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Figura ¡O. Enzimoinmunoensayo de receptores de estrógenos(ER) y progesterona (PR>.
Se utiLizan ¡00 pL de citosol para cada uno de Los ensayos con una concentración de proteína ajustada entre
1-2 mg/ml . La concentración de proteína en el citosol fue determinada por el método de F3radford [Bradford.
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La sensibilidad del ensayo es de 2,4 fmol/ml. Los coeficientes de variación obte-
nidos en nuestro estudio se recogen en la tabla 1:
+ R
RECEPTOR
E R ( lm nl/uí 1> ¡ ntraensayo
% CV
Interensayo PR fmo¡/ml) lr¡traerisayo
% CV
lnterensayo
7.87 ¡5,6 5 7.02 ¡2,2
25 ¡0.97 ¡2.8 25 (¡.3 6,08
250 6.28 ¡II 250 354 ((‘3
Tabla 1. Coeficientes de variación intra e interensayo en el EIA para ER y PR
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Estos valores se encuentran dentro del rango obtenido en un estudio multilabo-
ratono llevado a cabo por el Grupo para el estudio de receptores de la E.O.R.T.C.
(European Organization for Research and Treatment of Cancer) en el que nuestro grupo
participa.
2.3.- CUANTIFICACION DE RECEPTORES DE EGF.
El método utilizado 11491 implica la preparación de la fracción de membrana,
incubación con ECE odado, separación del ligando unido a la membrana del libre por
la unión de los receptores a hidroxiapatita (l—IAP}, que adsorbe el complejo ligando-
receptor. A continuación se cuantifica la radiactividad unida y se analizan los datos por
el método de Scatchard.
2.31. Marcaje del EGF con 125
La molécula de ECF contiene cinco residuos de tirosina y algunos están implica-
dos en la unión al receptor La iodación puede afectar la interacción ligando-receptor
por lo que el ligando marcado debe ser preparado con sumo cuidado para evitar que se
generen especies di-iodadas y tri-iodadas. Se ha realizado un estudio comparando seis
métodos distintos de marcaje para el ECE lISO. 1~11. Basándose en criterios de activi-
dad específica, máxima capacidad de unión, unión no específica y elución en cromato-
grafía líquida de alta resolución (HPLC), tres de los métodos proporcionan un 25l-ECE
de suficiente calidad. Estos tres métodos son Protag-l25 (Baker Fine Chemicais),
Enzymobeads (Bio-Radí y Cloruro de iodo (Merck). Debido a que los dos primeros tie-
nen un periodo de utilización limitado, el método del cloruro de iodo es el recomenda-
do.
El método utilizado se basa en el propuesto por Contreras y col. 11521 con lige-
ras modificaciones 1 ISí>. De forma breve, la adición de cloruro de jodo (ICI) a una
solución proteica tamponada que contiene ¡25[ provoca la formación de ‘25lC1 por una
reacción de intercambio lónico tras la cual tiene lugar rápidamente la iodación de los
residuos de tirosina en la molécula del ECE
La odación es el resultado de las siguientes reacciones:
25lC1 + NaOH - 25l0l4 + NaCí
‘2510H±Tyr ‘25l-Tyr +H
20
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En la reacción de iodación se utilizan lO gg de ECEde ratón (Biomakor) y 2 mCi
de Na’25UAmersham) en una mezcla de reacción que contiene Cl (0,lmMl y tampón
borato 0.2 M ph 8.
El EGE marcado fue purificado mediante cromatografía en columna en fase sóli-
da C
18, pre-equilibrada con metanol, y tampón borato 0,2M ph 8. El ‘
25l-EGF fue eluido
mediante adición de metanol 80% y ácido trifluoracético 0,1%, evaporándose el meta-
nol bajo una corriente de nitrógeno a 37 0C. Se efectúa un paso de purificación adicio-
nal incubando con HAP (30 mm. 200C> y separando el sobrenadante que contiene el
EGE marcado. Este paso de purificación se lleva a cabo para minimizar la adsorción del
EGE marcado a la HAR y la unión no específica de éste. La recuperación total del ECE
es del 40-50%.
La actividad específica para cada marcaje se calcula por ensayo de auto-despla-
zamiento 11531. Se utiliza ECF en un rango de concentración desde O hasta 000
fmol/l0 ~tl , ‘25l-EGF (15000 cpm/l0 gí) y una preparación de membrana de placenta
humana (tejido con un elevado contenido en ECFR). Un ejemplo del tipo de curvaobte-
nida se representa en la figura II
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Figura 1 ¡. Determinación de SA del EGF marcado.
Se representa la fracción unido/total (RIF) frente a EGE no marca-
do. Por interpolación en esta cuna de calibración se obtiene SA en
cprn/fmol.
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2.3.2.-Ensayo de receptores para EGF
Las preparaciones de membrana se sonican (lO microns durante lO seg.) para
solubilizar los receptores. Una fracción se utiliza para determinar el contenido de prote-
ma en presencia de Triton X-l00 1% por el ensayo DC (Bio-Rad). La concentración ópti-
ma de la preparación de membrana para el ensayo de receptores es 0.5-l mg/ml.
Alícuotas de la fracción de membrana se incuban durante 18 horas a 200C con 251-ECE
(0,1-3,3 nM de concentración final), en presencia (unión inespecífica) o en ausenc¡a
(unión total) de EGE no marcado 10,25 gM) en tampón [3/ECEI?(Tampón A, BSA 0,l%).
Para separar el ligando libre del unido al receptor se incubó con HAP durante 1 hora a
200C y se centrifugó a lOOOxg, 2 mm., 200C con rapidez para evitar la disociación del
25íEGF unido.
La cuantificación de la radiactividad retenida en el precipitado de HAB permite
el análisis de Scatchard que aporta el número de sitios de unión y la constante de diso-
ciación <iKdi de la reacc¡on.
2.4.- ANALISIS DE TGF-cx Y TGF-13
2.4.1.- Preparación de las muestras
Dado que se utiliza la misma fracción de citosol para ambas determinaciones, se
estandarizó un protocolo que permitiese la detección de ambas proteínas conjugando
los requerimientos de cada una.
El TCF’-~3 se secreta en una forma latente inactiva. El proceso de activación in
vitro implica acidificación, disociando la región “pro” de la parte bioactiva del complejo.
Ambas proteínas están presentes en muy bajas concentraciones en los citosoles
y en la mayor parte de los fluidos biológicos, por lo que es necesario concentrar las
muestras previamente.
El protocolo utilizado implica:
• acidificación del citosol con bICI CIN (>001» HCI/500 1» citosol? que propor-
ciona un pH=2-4
• concentración de las muestras por ultrafiltración a través de Centricon-lO
(Amícon)
• neutralización del concentrado con 0,5MHEPES/0,72 M NaOH hasta pI-1=7-8
Este concentrado se divide en dos fracciones, una para el análisis de cada proteína,
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y se guarda acidificado a -800C hasta su utilización, momento en el que se neutraliza
antes de ensayarlo en el RíA correspondiente.
Previamente habíamos estandarizado un método alternativo para el TOE-u que
supone una modificación del propuesto por Cregory y col. 11541, basado en una extrac-
ción orgánica con etanol/dietiléter y ácido acético, Con esta técnica se consiguen recu-
peraciones del 44,7% pero tiene el inconveniente de que es necesario partir de volúme-
nes de citosol relativamente grandes. En nuestro intento de compatibilizar los ensayos
para ambas proteínas y teniendo en cuenta las limitaciones en cuanto a disposición de
tejido, se ha desarrollado este protocolo que permite recuperaciones del 64,3% para el
TOE-u y de 80% para el TOE-fr
2.4.2.- cuantificación TGF-cx
Utilizamos la técnica de radioinmunoensayo (RíA) en fase líquida basada en la
competición establecida entre un antígeno marcado radiactivamente y el mismo antíge-
no no marcado (“frío”), para unirse a un anticuerpo específico, esquematizada en la
figura 12.
Se utiliza TCF-u humano de origen recombinante marcado con 125¡; TCE-u no
marcado y un anticuerpo policlonal anti-TCF-cx de oveja.
El complejo ‘251-TGF-cx - anticuerpo” es separado del TOP-a marcado libre por
precipitación con un segundo anticuerpo (de asno) dirigido contra lgG de oveja y polie-
tilenglicol (PEC).
Figura ¡2. Esquema de la técnica de radioinmunoensayo (lilA)
Se basa en la competición establecida entre un Ag marcado radiactivamente y el mismo
Ag no marcado para unirse a un Ab específico.
COMPLEFO Ag-Ac
OH-
ANTIGENO
MARCADO ANTICUERPO
Ag’ Ac
ANTIGENO “FRíO”
<estándares y maestras>
Ag
ji COMPLEIO Ag-Ac
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La concentración de TOE-a en las muestras se calcula por interpolación en la
curva estándar realizada a partir de soluciones de concentraciones conocidas de TOE-a
(rango: 0.025-2,5 ng/mí)
El ensayo se realizó segun el siguiente protocolo:
En la figura 13 se representa el tipo de curva estándar que hemos obtenido para este
ensayo con las desviaciones estándar (SD) para cada punto de una media de seis ensayos.
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Figura 13. Curva estándar para el lilA de
TGF-cx
Los va lores representan la media y la desviación
estándar de 6 ensayos diferentes
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La técnica de radioinmunoensayo descrita es un método adecuado para detectar
niveles de TOE-u en el citosol de las muestras tumorales. Se ha comprobado que el
ensayo reúne condiciones importantes como buena sensibilidad, precisión y especifici-
dad
2.4.3.- Cuantificación de TGF-I}
Se utiliza un radioinmunoensayo basado en el mismo principio descrito para el
TOE-eL, específico para TCE-f31 ya que no muestra reacción cruzada con TGE-~2 (huma-
no y porcinol y TOE-~3 (pollo) a concentraciones de hasta 2nM,
TCF-Q 1 se secreta en una forma latente, la conversión a la forma madura tiene
lugar, in vitro, por tratamiento enzimático, acidificación y ciclos de congelación/descon-
gelación repetidos. Bajo estas condiciones, la región “pro” se disocia de la parte bioac-
tiva del complejo, que tiene la capacidad de interaccionar con receptores y ejercer las
acciones biológicas. En nuestro estudio utilizamos la acidificación como proceso de
activación (ver 2.4.1).
El 251-TCF-j3l se mantiene en una solución que contiene 0.05 Nt acetato sódico
(pH=r4), 5% sacarosa, 0.25% Albúmina bovina (ESA).
La curva estándar se prepara en un rango de concentración: 15,6-500 pg/l00 ¡tI
de TCE-{31 humano purificado,
Para la realización del ensayo se siguió el siguiente protocolo:
OTOCOLO ~flAT9P-~
pl estándares muestras
~ñanticuet»o ~nti TG~1
icid 4hczráá/t&
OOg
ubación 4 horas!
¡00 pi s~gundca anticuerpo
cubaclón l6.hc~r
centnfugacón 2200xg/4~Ct3O mio.
Oecaota r sobrenadantse
cipitado en un contadorgathba
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El protocolo descrito es el resultado de la optimización de condiciones de incu-
bación con respecto al recomendado por el fabricante. Como se verá en los resultados,
esta modificación ha supuesto un incremento de la sensibilidad y precisión del ensayo.
En la fIgura 14 se representa la curva tipo de este HA para una media de tres
ensayos.
o
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Figura ¡4. Curva estándar para el RíA
de TGF-[3.
Los valores representan la media y la desvia-
ción estándar de 3 ensayos diferentes
2.5.- CUANTIFICACION DE LA PROTEINA p185 CODIFICADA POR EL ONCO-
GEN c-erbB-2/HER-2/neu.
2.5.1.- Preparación de las muestras
Se sigue el proceso esquematizado en la figura 15. Como agente de extracción
del antígeno se utiliza 0, I%SDS.
2.5.2.- Ensayo
Se utiliza un ELISA tipo “sandwich” que utiliza dos anticuerpos monoclonales de
ratón que reconocen distintos epitopos de la forma humana de p185. El primer anti-
cuerpo está inmovilizado en los pocillos de una microplaca. El antígeno capturado por
este primer anticuerpo reacciona con el segundo anticuerpo biotinilado. La cantidad
de anticuerpo detector unido al antígeno es cuantificada por el acoplamiento a un con-
jugado estreptavidina-peroxidasa, que cataliza la conversión del sustrato cromógeno
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(OPD>. El proceso se esquematiza en la figura 16.
La cantidad de pl85 presente en las muestras es calculada por interpolación en
la curva estándar construida en el rango: 0-6 fmol/ml de oncoproteina.
Figura 15. Protocolo parata prepa-
ración de las muestras para el
ensayo de la proteína pi85
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Figura ¡6. ELISÁ para la determinación de la proteína píS5.
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3.- ESTUDIO DE EXPRESION GENICA
3.1.- EXTRACCION DE RNA
El RNA celular se obtuvo directamente a partir del tejido pulverizado o de las
lineas celulares utilizadas como control aislándose mediante extracción en fenol ácido
y precipitación en isopropanol según el método de Chomczynski y Sacchi II 55l(AOPC) o
bien por el método del RNAzol [3.
Las soluciones utilizadas se tratan con dietilpirocarbonato (DEPC) como inhibi-
dor de RNAsas y se mantienen condiciones de estricta esterilidad.
La concentración de RNA se obtiene midiendo la absorbancia a 260 nm y se cal-
cula la relación Azóo/A2so para obtener un índice de la pureza del RNA extraído, Además
se realiza paralelamente una electroforesis en gel de agarosa para constatar la calidad
del RNA, previamente a su utilización
El resto del RNA se precipita con etanol y cloruro sódico 0.SM y se guarda con-
gelado hasta su utilización.
3.2.- TECNICA DE NORTHERN
30 ~g de RNA total desnaturalizado con formamida/formaldehido a 650C se
separan mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, 0.82M formaldehido. La elec-
troforesis se desarrolla durante 4-5 horas a lOO voltios, utilizando como tampón de
electroforesis IxMOPS,
El RNA así separado se transfiere a membranas de nylon cargadas positivamen-
te (Quiabrane Nylon Plus, Quiagen) por capilaridad en lOxSSC 11561 durante toda la
noche. Posteriormente, la unión del RNA a la membrana se hace irreversible por trata-
miento a 800C durante 2 horas.
Las membranas se prehibridaron con 20 ml de solución de prehibridación en un
horno (Hybaid) a 420C durante 18-24 horas, y se hibridaron con IS mIde la misma solu-
ción a la que se añadió la sonda correspondiente marcada con ‘32P-eL-dCTP y desnatura-
lizada por calor Para eliminar la radiactividad unida de forma inespecifica a la membra-
na se efectuaron lavados sucesivos con 2xSSC, 1%SDS a temperatura ambiente, 50”C y
600C. En algunas ocasiones fue necesario utilizar condiciones más astringentes llegan-
doa 0.lxSSC, 1%SDS.
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Las membranas se someten a autoradiografia introduciéndolas en los chasis con
pantallas intensificadoras y película l—lyperfilm MP (Amersham) o X-Omat (Kodak).
Una vez reveladas las placas, las membranas se trataron con 0.1% SDS para eli-
minar la sonda y volver a hibridarlos con una nueva sonda,
3.3.- OBTENCION DE LAS SONDAS
El proceso que se siguió con cada uno de los plásmidos fue el siguiente:
3.4.- MARCAjE DE LAS SONDAS
Los insertos de cDNA fueron marcados radiactivamente con ‘32P-cx-dCTP bien por
el método denominado random priming o bien por nick transíation j Ambos de
Amersham). El DNA marcado fue separado del nucleótido no incorporado mediante
cromatografía de exclusión en columna de Sephadex G-50 (Pharmacia Bioteck). Se rea-
izó una curva de elución y se utilizaron las fracciones correspondientes al pico de DNA
PLASM).DO $ QUE. CONTIEN
TRANSPORMACION EN 0H5 E. Col>
dioque térmico
Selección en pLaca con antobiético
CUIWVO AI’70C EN L~ +ANTIBIOTICQ
PURfFf~/C).ON DNA PLASMlD.t~C
Lisis alcalina
DIGESIfON CON ENZIMA ADECUADA PAPA LIEE>
L íÑ=ERTO
ELECTROFORESIS PARA SEPARAR VECTOR E
INSERTO
UPERACLON DEL
Geneclean II
marcado.
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3.5.- SOLUCIONES
Todas las soluciones, a excepción del TRIS, se preparan con agua tratada con
DEPC 0,1% y se autoclavan (a excepción de aquellas que contienen algún detergente).
3.5.1.- Extracción de RNA (AGPC)
a) Solución desnaturalizante (D): tiocianato de guandina 4M, citrato sódico
25mM, sarcosil 0.5%, 2-mercaptoetanol 0,IM.
b~ Solución de extracción: Solución D, acetato sódico 0,2M, fenol, cloroformo
3.5.2.- Electroforesis
al Cel desnaturalizante: agarosa 1%, formaldehido 082M, IXMOPS
hí Tampón desnaturalización muestras: IXMOPS, lormamida 50%, formaldehido
6,2%, bromuro de etidio 0.15 Iíg/Iil.
c) Tampón de carga: glicerol 50%, EDTA lmM, azul de bromofenol 0,4%
dI IOXMOPS: MOPSO4MAcetatosódicoo,IM, EDTA2OmM pH<7
3.5.3.- Transferencia
2OXSSC: Cloruro sódico 3M, citrato sódico 0,3M
3.5.4- Prehibridación/Hibridación
Eormamida 50%. sulfato dextrano l0%, cloruro sódico IM, SDS 1%, loo gg/ml
ssDNA
3.5.5.- Medio LB
Bacto-triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, cloruro sódico 1% pH=7
4.- TECNICAS HISTOLOGICAS
La interpretac¡ón de los resultados obtenidos por estas técnicas se realizó con la
ayuda y criterio de un anatomopatólogo.
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4.1. INMUNOCITOQIJIMICA PARA LA DETERMINACION DE RECEPTORES
HORMONALES
Se selecciona masa tumoral de unas dimensiones aproximadas: lxO,5x0,3 cm y
se congela en N2 líquido. En un microtomo de congelación se realizan secciones de teji-
do de 5-8 gm de espesor, que se fijan para la localización inmunocitoquimica (ICA) de
ER y PR (Abbott).
Se utiliza suero normal de cabra como agente bloqueante para reducir la unión
inespecifica. A continuación las secciones se incuban secuencialmente con un anticuer-
po monoclonal de rata anti-ER o anti-PR, una ¡gO anti-rata de cabra y un complejo
peroxidasa-antiperoxidasa de rata. La unión específica se visualiza por la adición del
cromógeno DAB y peróxido de hidrógeno. Como control negativo, una sección adyacen-
te se tiñe por el mismo procedimiento pero sustituyendo el primer anticuerpo por una
¡gO normal de rata.
4.2.- TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA
El resto de a pieza se incluye en parafina y se procesa automáticamente para el
estudio con microscopio óptico. Se determinan así el tipo histológico del tumor, el
grado de diferenciación y la naturaleza de las estructuras ganglionares aisladas.
5•- METODO ESTADíSTICO
Para estudiar la ex¡stencia de asociación entre variables cualitativas utilizamos
el test de chi cuadrado QQ> con la corrección de Yates cuando son tablas de contingen-
cia 2x2. Consideramos que la asociación tiene significación estadística cuando p<
005.
Cualquier valor superior lo designamos como NS II 571.
Los valores de ~ y p se obtienen del tratamiento estadístico de las muestras
con los programas Statworks y BMDP 4V.
RESULTADOS
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-- CARALCTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE LAS MUESTRAS
El estud¡o cuyos resultados se expondrán a cont¡nuac¡ón t¡ene como sistema
experimental biopsias de 53 tumores sólidos humanos de cáncer de mama. Se ha elegi-
do este sistema porque, aunque en estado estacionario, supone una aproximación más
precisa que las lineas celulares de lo que sucede “in vivo” en cuanto a heterogeneidad
celular dentro del tumor e influencia de distintos componentes (epitelio estroma, vas-
cularización,. ..>. Dado que nuestro objetivo fundamental es aportar algún dato referen-
te al comportamiento del cáncer de mama en cuanto a su dependencia hormonal y pro-
gresión tumoral. consideramos importante describir ciertas características histológicas
propias del tumor que ya implican por si mismas un determinado comportamiento y
que son el tipo histológico, grado de diferenciación, existencia de metástasis en los
ganglios linfáticos axilares y edad de la paciente en el momento de la obtención de la
muestra. El tipo histológico y el grado de diferenciación han sido determinados en los
cortes de tejido donde se ha confirmado la naturaleza neoplásica de la muestra a estu-
diar. La existencia de ganglios linfáticos afectados ha sido confirmada en la pieza qui-
rúrgica de mastectomía analizando cada estructura ganglionar aislada y la edad proce-
de de los datos de la historia de la paciente.
1.1. TIPO HISTOLOGICO
Las 53 muestras estudiadas se clasifican en cuatro categorías definidas por el
tipo histológico:
• Formas de buen pronóstico: incluyen los carcinomas “in situ”, las formas tubu-
lares y carcinomas mucinosos o coloides ya que todas ellas representan formas mas
diferenciadas, de menor actividad, mejor supervivencia y, en el caso del carcinoma ‘in
situ”, no invasivas.
• Carcinoma ductal infiltrante: es el tipo de lesión más frecuente dentro de los
cánceres de mama, dato confirmado por los resultados de este estudio según se obser-
va en la figura 17.
• Carcinoma lobulillar infiltrante
• Eormas mixtas con zonas de crecimiento tanto ductal como lobulillar.
El aspecto histológico que presentan algunos tipos de los tumores estudiados
puede apreciarse en las figuras l8-23.
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La distribución de las muestras en tipos histológicos se representa en la figura 1 7:
Figura 1 7. Distribución de las muestras en
tipos histológicos.
Estos resultados son un reflejo de la realidad según datos epidemiológicos y de
otras series de tumores.
1.2. GRADO DE DIFERENCIACION
El grado de diferenciación tumoral se estableció según los criterios descritos en
la introducción. En nuestras muestras los tumores se presentaron en la siguiente pro-
porción: Orado):
Grado II:
Orado III:
7.60/o
49%
43,4%
La distribución de las muestras en función del tipo histológico y del grado de
diferenciación queda recogida en la figura 24:
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Figura 24. Distribución de las muestras en función del tipo histológico y del grado de difrenciación.
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Todos los tumores clasificados como formas de buen pronóstico se correspon-
den con un grado ¡ de diferenciación histológica, confirmando su condición de formas
bien diferenciadas.
El resto de los tipos histológicos estudiados que representan formas invasivas.
se corresponden con grados II y III de diferenciación.
En el caso de los carcinomas ductales infiltrantes, el 52,8% corresponde con un
grado II y el 48,2% se corresponde con un grado III.
Los carcinomas lobulillares han sido, igualmente, clasificados en grado II y III,
pero no tanto en el concepto de clasificación de los ductales sino como formas que res-
ponden al patrón clásico de crecimiento lobulillar (grado II) y formas que no se ajustan
a este patrón clásico (grado III), entre las que se incluyen los tipos de “célula pequeña”
y los de “anillo de sello’. Teniendo en cuenta esta salvedad encontramos que el 62% de
los lobulillares infiltrantes corresponden a un grado III.
Referente a las formas mixtas, el 80% se corresponde con un grado II y el 20%
con un grado III.
1.3.- EDAD
La edad media de las pacientes incluidas en este estudio es de 61 46+12,9
(media ±SD>, en un rango desde 33 años a 87 años.
Se considera el punto de corte de 50 años como criterio para clasificar las mues-
tras en dos categorías que representan el estado menopausíco:
Premenopaúsicas: =50 años (25% de las muestras)
Postmenopaúsicas: > 50 años (75% de las muestras)
La asociación entre la edad y el grado de diferenciación o el tipo histológico se
puede observar en las figuras 25 y 26.
Es importante destacar que ningún tumor de pacientes premenopaúsicas perte-
nece al grupo ¡ de diferenciación o grupo de tumores de buen pronóstico. En términos
generales, teniendo en cuenta todas las categorías de tipo o grado con respecto a la
edad, las asociaciónes no tienen significación estadística.
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el tipo histológico.
0 50 AÑOS
• >50 AÑOS
¡.4.- METASTASIS LINFOGANGLIONARES
Consideramos la existencia de neoplasia en los ganglios linfáticos como criterio
de metástasis y, por tanto, de progresión de la enfermedad hacia un estadio más avan-
zado. Esto permite clasificar las muestras en dos grupos:
N-: no existe evidencia de metástasis en ninguno de los ganglios analizados
N+: se detectaron metástasis en al menos uno de los ganglios analizados
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Figura 27. Asociación entre la existencia dc’
metástasis linfoganglionares, y el grado de
En la gráfica 27 se muestra la correlación entre N y el grado de diferenciación. El
70
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Figura 25. Asociación entre la edad y
GRADO 1 GRADO II GRADO III
Figura 26. Asociación entre la edad y
el grado de difrenciación.
GRADO ¡ GRADO II GRADO III diferenciaczon.
porcentaje de ganglios afectados aumenta con la pérdida de diferenciación.
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La correlación entre la existencia de ganglios afectados y el tipo histológico
queda reflejada en la tabla II.
tJn único tumor clasificado como de buen pronóstico presenta metástasis axila-
res, el resto de las asociaciones no son significativas.
N+ (n=2 1) N- (n=30)
Ductal infiltrante
Lobulillar infiltrante
Mixtos
Formas de
Buen Pronóstico
14/34 (41%) 20/34 (59%)
4/8 (50%) 4/8 (50%)
2/5 (40%) 3/5 (600k)
1/4 (25%) 3/4 (75%)
Tabla II. Asociación entre la existencia de metástasis lintoganglionares y
el tipo histológico.
2.- ESTUDIO DE EXPRESION
En el estudio de los genes ímplicados en la regulación del crecimiento del cán-
cer de mama es importante caracterizar las proteínas secretadas funcionaimente activas
y su expresión génica a nivel de mensajero para obtener datos acerca de su traducción
o existencia de algún mecanismo de regulación adicional. Este tipo de estudio está
especialmente justificado en algunos de los genes estudiados como es el caso del
receptor de estrógenos, receptor de ECFy factores de crecimiento.
La fracción de tejido tumoral destinada para el estudio proteico oscila entre
56 mg y 808 mg (250,7 mg±135,l). De su procesamiento se obtienen las distintas frac-
ciones celulares en las que se llevan a cabo las determinaciones de los niveles de pro-
teína.
Según se detalla en Materiales y Métodos, se extrae el RNA total de las muestras
tumorales previamente pulverizadas partiendo de fracciones de tejido entre 55,5 y 494
mg (142±62,5).La variabilidad en el rendimiento que se obtiene en nuestras muestras
(0,8 ±0.6pg RNHmg tejido), se justifica por la diferente celularidad de los tumores.
Existe una limitación, cuando se trabaja con tumores sólidos relativa al tamaño
de las biopsias cada vez más reducido debido al diagnóstico precoz de esta patología.
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Esto impide purificar el RNA total para obtener polyA+-RNA y por tanto la sensibilidad 
del Northern no alcanza los niveles deseados en algunas circunstancias. 
La calidad del RNA obtenido se comprueba mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1% previa al análisis de Northern. Un ejemplo de la tinción con bromuro de 
etidio se muestra en la figura 28 
9,5 kb - 
7,5 kb - 
4,4 kb - 
2,4 kb - 
1,4 kb - 
0,24 kb - 
Figura 28. Tinción con bromuro de etidio de uno de los geles. 
La tinción con Bromuro de Etidio demuestra la presencia de rRNAs intactos que da 
información mxa de posibles diferencias al a~rgar el RNA y  de la eficiencia de la 
traMSfereMcia 
Los tamaños de los mRNAs detectados con cada sonda se han determinado 
comparando con un marcador de RNA analizado en cada gel junto con las muestras. 
2.l.r RECEPTORES HORMONALES: ER Y PR 
2. I .1 .- Estudio de niveles de proteína 
Nuestro grupo de trabajo pertenece desde 1988 al Grupo para el Estudio de 
Receptores de la EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer) 
que desarrolla un programa de validación de protocolos para la determinación de pará- 
metros útiles en el estudio del cáncer de mama. Además, el grupo dirige un programa 
de control de calidad para varios de estos factores entre los que se incluyen los recep- 
tores hormonales y el receptor de EGF 11581 
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La determinación del contenido de FR y PR por enzimoinmunoensayo (EIA) pre-
senta ciertas ventajas con respecto a la técnica de unión de ligandos tritiados (LBA),
técnica utilizada tradicionalmente. En primer lugar, se necesita menor cantidad de cito-
sol, factor limitante en nuestro estudio por el tamaño pequeño de algunos de los tumo-
res y por la cantidad de variables que nos planteamos determinar en cada muestra,
Otra de las ventajas del EIA es que detecta los receptores tanto ocupados como libres
obviando las posibles interferencias en el ensayo con los ligandos endógenos,
Para validar los resultados que se obtiene por FÍA con respecto a los que se
venían obteniendo por LBA se realizó un estudio multilaboratorio en el que encontra-
mos que la correlación entre FíA y LBA es muy buena con pendientes cercanas a la uni-
dad (r~0.976; Y~0.92X + 0.125; n~73).
Para clasificar las muestras como positivas o negativas se asigna un punto de
corte basado en consideraciones de aplicabilidad deL parámetro para diferenciar grupos
con alta o baja expresión o bien con niveles normales o sobreexpresados. Estos puntos
de corte se determinan generalmente como el valor medio de un percentil particular
II 591. En el caso de El? y PR es internacionalmente admitido el punto de corte de 20
fmol/mg cuando la técnica utilizada es el enzimoinmunoensayo.
FR- ER±
n(%) 16 (30.2%> 37 (69,8%)
Rango
fmol/mg 0- II 22,3- 1258
Media±SD
fmol/mg 27+32 2815±2988
Tabla III. Distribución de las muestras en cuanto al contenido
de ER
PR- PR±
n(%) 24 (45,3%) 29 (54,7%)
Rango 0-17,6 22,6905
fmol/mg
Media±SD
fmol/mg
34±5 207.6±2l]
Tabla IV. Distribución de
de PR
las muestras en cuanto al contenido
L o 5
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resultados en las 53 biopsias estudiadas se distribuyen:
La presencia de receptores de progesterona es un indicador importante de la
respuesta a la terapia endocrina . La distribución de las 53 muestras según la presencia
concomitante de ER y PR es la siguiente:
ER±/ PR+ ER+ / PR- ER- / PR± ER- / PR-
28/53 9/53 1/53 15/53
52.8% 17% 1,9% . 28,3%
— — n n
Tabla IV. Distribución de las muestras según la presencia conco-
mitante de ambos receptores.
2.1.2.- Estudio de expresión génica
Se detecta una única banda que se corresponde con un tamaño de 6,5 Kb (fig
29). No se encuentran tránscritos de tamaños diferentes en ninguna de las muestras
analizadas.
La existencia de esta banda específica se ha detectado en un 26% de las mues-
tras analizadas (13/50) con tiempos relativamente largos de exposición (5-7 días). Todas
estas muestras son también positivas para la proteína E]? determinada por enzimoin-
munoensayo con un valor medio de 443±344fmol/mg. Esto indica que los limites de
sensibilidad del Northern son menores que los de la determinación bioquímica ya que
no se detecta hibridación en ninguna muestra con valores de FR inferiores a 68,6
fmol/mg. Hay algunos tumores con valores altos cuyos RNA no se detectaron y no exis-
te ninguna muestra en la que la proteína no se haya traducido a partir de un mRNA
detecta b le
123
6,5 kb—
4 5 6 7
a
e
GAPDH
>45%
e
Figura 29. Análisis de Northern del receptor de estrógenos.
30 pg. de RNA total procedente de tumores (1 -5) y de lineas celulares 6 y 7) se separan mediante electrotoresis y se hibri-
dan con una sonda específica para LP. Se detecta una banda específica de 6,5 kb en tres de los tumores y en el coní rol positi-
vn (6: MCI-? y como control negativo (7) se utiliza la linea celular M DA-M B-23 1 . las membranas se hibridaron con la
sonda de CAPO II para comprobar diferencias en (a carga y en (a transferencia. Las flechas representan (a posición de (os
RNAs ribosóvnicos
2.1.3.- Correlaciones con las características de los tumores
a) Edad
Los tumores de pacientes postmenopaúsicas contienen valores mayores de FR y
son positivos en una proporción mayor que las pacientes premenopaúsicas (tabla Vi), sin
embargo, el contenido de PR no es dependiente de la edad en este estudio (tabla VII)
ER- ER± MediaIER-i-I Rango
fmol/mg fmol/mg
PREMENOPAUSIcAS 6/13 46% 7/13 54% 96,4 22,3-229
PO5TMENOPAU5IcA5 ¡0/39 26% 29/39 74% 333 245-1258
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ER
TablaVI. Distribución de FR en las muestras de pacientes premenopaúsicas y postmenopaúsicas
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PR-
MedialPRi-I Rango
PR-i- fmol/mg fmol/mg
PREMENOPAUSIcAS 5/]? 38,5% 8/)? 6)5% 78,4 22,6-538
POsTMENOPAuSIcAs 18/39 46% 21/39 54% 218,8 23-905
Tabla VII. Distribución de PR en Las muestras de pacientes premenopaúsicas g postmenopaúsicas
b)Grado de diferenciación
En la distribución de los tumores con respecto al estado de receptores de estróge-
nos y progesterona y el grado de diferenciación (figuras 30 y 31 ), se observa una pérdida
simultánea de receptores de estrogenos y diferenciación histológica del tumor. Para PR no
hay diferencias en los tumores de grado 1, sin embargo la tendencia a perder los receptores
de progesterona con la pérdida de diferenciación histológica es mucho más marcada que
en el caso de El? y tiene significación estadística (p<0,05)
100
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Figura 30. Asociación entre el grado de diferenciación y el contenido de FR.
La proporción de turnares (=1?-con La perdida de diferenciación (p=NS 1
II III
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Figura 31. Asociación entre PR y el grado de diferenciación.
Exceptuando el grupo de pacientes con grado 1. eí aumento del porcentaje de tumores PR- con la
perdida de diferenciación tiene significación estadística (p<O.OS 1
c) Tipo histológico
Es de resaltar las formas de buen pronóstico que son positivas para FR en el 1000/o
de los casos y los carcinomas lobulillares infiltrantes que, a pesar de su escasa diferencia-
ción, presentan receptores de estrógenos en un 87,50/o de las muestras tal y como se
observa en la figura 32. Para los otros tipos rio existe ninguna tendencia ni asocíacion.
loo
5 FR, 5 FR- 5 PR, • PR
1 II III
DUCTAL LOBULILLAR MIXTOS BUEN
INFILTRANTE INFILTRANTE PRONOSTICO
Figura 32. Asociación entre el contenido de receptores y el tipo histológico.
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En el caso de PR la independencia entre las variables es mayor y únicamente hay 
diferencias significativas en el grupo de los lobulillares donde un 75% son PR+ 
2.1.4.- Correlación enzimoinmunoensayo (EiA)/inmunocItoquímica (ICA) 
La determinación inmunohistoquímica de los receptores hormonales en cortes 
de tejidos permite definir la localización celular y la distribución de los mismos así 
como realizar una estimación cualitativa de sus niveles de expresión. 
Se han analizado 24 muestras por KA, en las que de forma paralela se ha deter- 
minado el contenido de receptores por enzimoinmunoensayo. La estimación del índice 
de expresión de receptores por inmunocitoquímica se realiza calculando el porcentaje 
de células teñidas. El criterio de clasificación que se ha seguido en este estudio es. 
Cateaoría 
+ 
++ 
+++ 
% de células oosJ&Q 
<lO% 
1 O-30% 
30-70% 
>700/ 
La localización de los receptores es fundamentalmente nuclear, tal y como se 
puede observar en la figura 33. 
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Se ha estimado la correlación existente entre ambas metodologías, en el caso
del receptor de estrógenos existen algunos casos discrepantes en los que la proteína se
detecta bioquimicamente y sin embargo no hay tinción positiva en los cortes de telido
tumoral. En la determinación del receptor de progesterona la correlación es perfecta
con un único caso discrepante. Los resultados de este estudio se recogen en las figuras
34 y 35, y en las tablas de frecuencia del contenido de receptores por ambos métodos.
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Figura 34.
Asociación entre los valores de ER obtenidos por
enzimoinmunoensayo (HA) y por inmunocitoquí-
nuca (KTIA). El punto de corte para LíA es de
20 /mol/mg y para CA es un ¡ 0% de células
e u idas.
FR
FR CA
LR A
— e—
Tabla VIII.
Tabla de contingencia de LP determinado por
ambas metodologías. Sc’ expresan numero de casos
u la asociación es estadistica men te significativa
(prú0 1
Figura 35.
Asociación entre los valores de PR obtenidos por
enzimoinmunoensayo (LíA) y por inm.unocitoquí-
mica <[CA). El punto de corte para FíA ec de
20 fmol/nig u para ¡CA es un 10% de células
teñidas.
Rl?
PR ICA±
PR ICA
—n .— —
Tabla IX.
labIa de contingencia de PR determinado por
ambas metodologías. tinicamen¡e hay un caso dis-
crepante y la correlación es esladist icamente signifi
cativa (p=O’OO II
700—
600 2
-& 500’E E
400’
< 300’
w
~ 200’w
1002
o A——-
+++
PR-l CA
Resultados 70
2.2.- RECEPTORES DE EGF
2.2.1.- Estudio de niveles de proteína
a) Marcaje del EGF
La actividad específica (SA) del ECE marcado se determinó según se explica en
Materiales y Métodos . La media de los valores obtenidos en seis marcajes diferentes
es de 787.4 ±300 cpm/fmol.
b) Ensayo de unión al ligando.
Los resultados se analizan por el método de Scatchard de acuerdo con la modifi-
cación de van Zoelen 1 l60[ Este método de cálculo nos aporta los datos de sitios de
unión (IB) y constante de disociación (1(d), un parámetro de la afinidad de la unión
ligando-receptor cuyos valores para las muestras con valores positivos (15. ¡ %) se
muestra en la tabla X.
Una preparación de membrana se clasifica como ECFR+ cuando la concentra-
ción de receptores es mayor de 3 fmol/mg.
Tabla X.
Rango de valores para el n0 de receptores de EGF IB) y constante de diso-
ciación (Kd) en las muestras de cáncer de mama que expresan ECER.
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2.2.2.- Estudio de expresión génica
La hibridación con la sonda que reconoce los dominios transmembrana y extra-
celular de la molécula ECEI? aporta como resultado dos bandas especificas de tamaños
alrededor de II Kb y 6 Kb (figura 36).
EGFR
23
1 ¡ kb
6kb
Figura 36. Análisis de Northern para EGFR.
30 yo de RNA total se sometieron a electroforesis hibridando
con una sonda específica para este gen. ti n icamente detectamos
hibridación en uno de los tumores analizados (1 ( , mostrando
una banda mucho mas intensa que la del control positivo (3).
en (a posición (2 se representa el control negativo. Se detectan
dos bandas para el tumor, pero la linea celular MÚA-MB-23 1
solo expresa la banda de mayor peso molecular. la flecha indi-
a la posición del RNA Ñbosómico de 285
Unicamente se detecta mRNA para ECER en uno de los tumores con valores
positivos para la proteína con un número de receptores de 774 fmol/mg. Son suficientes
unas horas dc exposición para visualizar las bandas y no es posible detectar ningún
otro tumor positivo aun incrementando los tiempos de exposición hasta lO días.
El siguiente valor positivo en rango determinado bioquimicamente es de 20
fmol/mg
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2.2.3.- Correlaciones con las características de los tumores
a) Receptores hormonales
La correlación entre ECFR y los receptores hormonales queda expresada en las
siguientes tablas de frecuencia:
FC
El?+
FR-
u——
Tabla XI. Análisis de contingencia entre FR
y FGFR.
Existe una correlación inversa entre la expresión de
[tEy LCF? p<0 05)
FC
PR±
Pl?
aun —
Tabla XII. Análisis de contingencia entre PR
y FGFR.
No existe en este estudio ninguna asociación entre
ambos factores
Se manifiesta una relación inversa entre el contenido de ECER y FR estadística-
mente significativa (p<O,OS). No existe dependencia de la presencia ECER con la de
receptores de progesterona.
b) Correlación con parámetros histológicos
La asociación entre la expresión de ECER y los parámetros histológicos se
expresan en la tabla XIII. No existe dependencia con ninguno de los factores estudia-
dos.
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Factor EGER + EGFR- valor dep
Tipo histológico
ti)uct.a les ¡ oíl (trantes
Lobu hiII¿jres infiltrantes
Mixtos
Fuco Pronostico
Grado de diferenciación
Grado ¡
crudo u
Grado ¡II
Ganglios afectados
N±
Edad
=50años
>50 años
3 ¡ /45
7/45
5/45
2/45
2/45
2 3/45
20/45
5/8 (62,5%)
¡/8 (12.5%)
0/8 <0%)
2/8 [25%)
2/8 (25%)
3/8 (3750/)
3/8 (37.52.)
5/8 (62,5%) 25/43 (58.1%)
3/8 (37,5’=) ¡8/43 (41,9%)
2/8 (25%) ¡ /44 (25%)
6/8 (75%) 33/44 (75%)
(69”/.)
((5,55)
¡ I,I’%.í
(4 4%)
(4,4%)
(5 ¡ , ¡(7)
(44,4%)
NS
NS
NS
NS
histológicos de diferenciación y progre-Tabla XIII. Correlación entre parámetros
sión tumoral y la expresión de EGFR.
No existe asociación entre VG PR y ninguno de fas factores estudiados.
2.3.- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-a (TGF-a)
2.3.1.- Estudio de niveles de proteína
Se ha analizado la actividad TOE-a en un total de 37 muestras y se han obtenido
valores detectables por encima del límite de sensibilidad del ensayo en 12 muestras.
Los valores se expresan en ng de actividad TOF-a por gramo de proteína de citosol
(tabla XIV.).
TGF-u detectable
n(%) 12 (32,4%)
Rango
ng/g
4,7-78
Media±SD 21,07 + 20 3
ng/g
u
Tabla >0V. Niveles de expresión de TGF-cx en
las muestras analizadas.
[es valores se expresan en ng/g de proteina de ci/osolp
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La sensibilidad definida como dos desviaciones estándar respecto del nivel cero
de la curva de calibración es para TOE-u de 0.014 nglml (fig. 37) con un coeficiente de
variación (CV) representado en la figura 38. En cuanto a la especificidad, el ensayo ha
demostrado no tener reacción cruzada con EGF, TOE-a de rata, insulina y transferrina.
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Figura 37
10
Sensibilidad y precisión del RIA de TGFct.
El valor de sensibilidad se obtiene del punto de corte con el eje de ordenadas al representar
.50 frente a dosis. Los coeficientes de variación disminuyen a dosis mayores de TGFU.
2.3.2.- Correlaciones con otros parámetros
a) Receptores hormonales (ER y PR)
La pérdida de dependencia hormonal y transición hacia un estado de crecimien-
to autónomo podría estar mediada por la expresión constitutiva de factores de creci-
miento. En contra de esta hipótesis, en las muestras analizadas la expresión de TOE-a
es mayoritaria en tumores con receptores hormonales positivos aunque la diferencia
con el grupo de tumores que carecen de receptores no es estadísticamente significativa
(figuras 39 y 40)
ER+
MER.
Figura 39. Asociación entre la
expresión de TGF-a y los recepto-
res estrogénicos.
0,1
ITOF-u.Rna/mu
Figura 38
TGF-<y. 4. TGF<-u -
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Figura 40. Asociación entre la
expresión de TOP-u y los receptores
de progesterona.
Tampoco existen diferencias en los niveles de expresión de TCE-a en los grupos
ER±(21.8±22,9ng/g) y FR- (18,8±12.8ng/gb
b) Receptores de EGF
El TCF-a ejerce sus efectos biológicos a través de la unión a su receptor (ECER).
La presencia simultánea de ambas proteínas se postula como requisito para la existen-
cia de un posible mecanismo de regulación autocrino. Sin embargo, en nuestro estu-
dio, el análisis de contingencia indica que no existe asociación en la expresión de
ambas moléculas tabla XV>.
TOba± TGFcx
ECER± 2 4
LOE]? lO 21
~I— —
Tabla XV. Análisis de contingencia
entre la expresión de TOE-a g
FOFR
c) Correlación con parámetros histológicos
Si la síntesis de factores de crecimiento está implicada en el mecanismo de
tumorogénesis en cáncer de mama, es importante también ver su relación con caracte-
rísticas estructurales de las muestras que nos aportan datos acerca del grado de pro-
gresión de la enfermedad. Las distintas asociaciones entre la expresión de TOE-u y
algunos de estos factores se detallan en la tabla XVI.
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Factor TG U-a detectable 10 U-a indetectable va/arde p
Tipo histológico
Luctales inliltrantes 6/Id (50%) [8/25 )72%)
L,obu lii ¡ares i nfi lLantes 3/1 2 (250/,) 3/25 (1 2%) NS
Mixtos 2/12 (¡7%) 2/25 (8%)
Buen ¡‘ronást[Co ¡ /12 (8%) 2/25 <8%)
Grado de diferenciación
Grado 1 ¡/12 (8%< 2/25 (¿‘6<
Grado II 5/12 (420/,) [3/25 [52%) NS
Grado ¡II 6/12 (50%) ¡ 0/25 (40%)
Ganglios alectados
7/12 (58%> ¡4/24 <58<6) NS
5/12 (42%) ¡0/24 )422/~)
Edad
=50años 7/12 (58%) 3/24 (12.5%)
>50 años 5/12 (42%) 21/24 )87.5%)
Tabla XVI. Correlación entre TGF-a y parámetros histológicos.
2.4. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-43 (TGF-13)
2.4.1.- Estudio de niveles de proteína
En el estudio de la expresión de esta proteína nos planteamos como objetivo el
desarrollo y validación de un ensayo lo suficientemente sensible como para detectar
los niveles de TGF-13 presentes en la fracción citosólica de las muestras. Utilizamos
como control positivo el medio condicionado de la línea celular A549 preparado tal y
como se describe en Materiales y Métodos. De nuevo hay que tener en cuenta la limita-
ción existente por el pequelio tamaño de la muestra tumoral de partida.
Las condiciones finales del RíA supone un incremento en sensibilidad y preci-
sión con respecto a las condiciones de incubación recomendadas por el fabricante.
Se consigue una sensibilidad de 7.5 pg/lOOjsl (figura 41) con un CV adecuado
(figura 42).
Para comprobar la linearidad del ensayo se realiza una curva de dilución del
medio condicionado por A549. El paralelismo existente entre la curva estándar y la
curva de dilución significativo de una buena detección se observa en la figura 43.
No es posible detectar actividad TCE-jB en ninguna de las muestras analizadas ni
siquiera en los límites de sensibilidad. En este caso hemos podido utilizar los niveles
de expresión de mRNA para TCF-13 como medida de la presencia de esta molécula.
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Figura 42
Sensibilidad y precisión del RIA de TGF-fi.
La ¿inca punteada representa 50g cv para el pro!oea/a recomendado parclfabrwante. ¡.~a
senta 51) y cv para el protocolo validado para este estudio.
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Figura 43. Linearidad del RIA de TOF-fi.
La curva de dilución realizada con medio condi-
donado de la linea A549 muestra un paralelis-
mo con la curva estándar del ensayo.
45
40
35
30
25
20
15
10
5
o
•
.4
10 100
pg/l OOpl
Figura 41
1000
o
100-u
90~:
Boj
70<
o 60+
~50<
40<
30-
20—
10<
0z
10
‘o
0
100 1000 10000
pg/1 OOiiI
Resultados 78 
2.4.2.- Estudio de expresión génica 
El patrón de hibridación obtenido con la sonda adecuada revela la existencia de 
una banda de 2.5 Kb descrita en estudios precedentes y de una banda ancha de 0.6 Kb 
que, en principio, no parece debida a degradación inespecífica del RNA si se compara 
con la tinción con bromuro de etidio de los geles (figura 44). 
El hecho de que las membranas hayan sido hibridadas secuencialmente con 
sondas diferentes y que en ningún otro caso se haya detectado esa banda de bajo peso 
molecular sugiere que se trata de una circunstancia específica para el TGF-P compatible 
con una degradación más rápida de este mRNA en relación a otros RNAs celulares. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
~. *T 
TGF-P 
GAPDH 
Figura 44. Análisis de Nortlíem para el TGF+I. 
se representa el patrón de hibridación para och muestras fumorales ( l-8 ) y  dos 
líneas celulares de tdnter de mama ( 9:MCF-7, lO:MDA-MB-231 ).Se detecta una 
banda específica de 2.5 h6 yen alqunos tumores una banda ancha de 0.6 kb. La fle- 
cha indica la oositión del RNA ribosómico 18s. 
De las 39 muestras analizadas un 69% expresan mRNA para TGF-P. 
Consideramos positivas las muestras que presentan la banda de 2.5 Kb, la de 0.6 Kb o 
ambas. No hay diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresión ya que la 
intensidad de las bandas no difiere mucho de unas muestras a otras, se opta por un 
análisis cualitativo considerando las muestras como positivas o negativas. 
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2.4.3.- Correlaciones con las características de los tumores
a) Receptores hormonales
La expresión de TOF-13 no está restringida a un grupo de tumores con determina-
das características en cuanto al contenido de receptores hormonales. Los porcentajes
de expresión de TOF-[3 respecto al contenido de FR y PR se representan en las figuras
45 y46.
9/-
génicos.
sión de TOF-fi y tos receptores de
progesterona.
b)Factor de crecimiento transformante-a
No existe tampoco una tendencia definida en cuanto a la expresión de ambos
[actoresdecrecimiento (TOE-a y TCE-13) (tabla XVII).
TCE~± TCF’(3
TCE-cx+ 6 3
TOP-u- 13 7
n —
Tabla XVII. Análisis de contingencia
entre la expresión de ambos factores
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Figura 45. Asociación entre la expre-
sión de TGF-fl y los receptores estro-
+ TOE-O
Figura 45. Asociación entre la expre-
tran formantes (p=NS>.
Resultados 80
c) Receptor de EGF
La asociación entre el FOER y TCF-¡3 se expresa en la tabla XVIII:
TCF l~~- TOE ~
ECVR+ 4
ECFR 23
SS
II
—
Tabla XVIII. Tabla de frecuencia de
la expresión de TGF-fl g FC FR.
d) Correlación con parámetros histológicos
Los datos obtenidos del análisis de contingencia entre las variables se expresan
en la siguiente tabla:
Factor TGF-~ + TGF-13— valor dep
Tipo histológico
[)ucta¡es nfi¡trantcs
Lobu Ii ¡ lares [nf) trantes
Mixtos
Buen Pronosí.]co
Grado de diferenciación
Grado 1
Grado II
Grado ¡II
Ganglios afectados
Ps
N
[Id ad
=50años
>50 anos
Tabla XIX. Correlación entre la expresión de TOF-fi g parámetros
histológicos
Tal y como se puede observar el 85% de los tumores que expresan TOE-[3 corres-
¡9/27
3/27
2/27
3/27
(70,4%)
(11,1
(11.1%))
7/1 2
3/12
1/12
¡/12
(5 8.3%))
25%)
[8,3%)
(8,3%)
3/27 (11,2%)
¡2/27 (444%)
¡ 2/27 <4~.4%)
NS
NS
¡/12 (8%)
6/12 ¡50%)
5/12 (42%)
16/27 ¿59%)
¡ ¡/27 (4¡%)
4/26 [15%)
22/26 <85%)
7/1 ¡ (64%)
4/II (36%)
6/12 (50%)
6/12 (50%)
NS
p<0,OS
ponden con significado estadístico a mujeres postmenopaus¡cas.
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2.5.- PROTEíNA p185
2.5.1.- Estudio de niveles de proteína
El desarrollo de anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra la
oncoproteina codificada por c-erbB-2/F-IER-2/neu ha permitido su detección inmunológi-
ca, en extractos celulares y en secciones de tejido, que frecuentemente se correlaciona
con la amplificación del gen y expresión de su mRNA 1161111621
En un estudio comparativo entre muestras neoplásicas de mama y tejido normal
se ha determinado el punto de corte de valores de oncoproteina detectada en tejido
homogeneizado (Piffanelly, A. Comunicación personal). De esta forma se establece el
valor de 150 fmol/mg como punto de corte por debajo del cual se encuentran todos los
valores detectados en tejido normal considerando los valores superiores a este punto
como sobreexpresión de la oncoproteina.
Los valores obtenidos por interpolación en la curva estándar se normalizan por
la concentración en mg/ml del homogeneizado para expresarlos finalmente en fmol/mg.
Los valores obtenidos para las 43 muestras analizadas son:
p185<l50 p185>l50
n(%) 36(840/o) 7(16%)
Rango
fmol/mg 17-134,1 187,4-2566
Media±SD
fmol/mg
6602+319 7311±8437
Tabla XX. Niveles de expresión de p185 en tas muestras ana-
lizadas.
2.5.2.- Correlaciones con las características de los tumores
a) Receptores hormonales
La correlación con el contenido de receptores hormonales (FR y PR) se muestra
en las figuras 47 y 48:
Resultados 82
80
70
60
50
40
30
20
10
0
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
E
MER-
Figura 47. Asociaclon entre la expre-
sión de pl 85 y los receptores de
estrógenos.
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Figura 47. Asociación entre la expre-
sión de p185 y los receptores de pro-
gesterona.
En los tumores que sobreexpresan pí85 hay una tendencia a que los receptores
hormonales sean negativos en una proporción mayor que en las muestras con niveles
normales de oncoproteina. Esta tendencia, observada claramente en las figuras, no
llega a ser estadísticamente significativa para FI? pero silo es para PR (p<O,05).
1,) Receptores de EGF
Tanto pl85 como ECER son receptores con actividad tirosín-quinasa y, aunque
se activan por la unión de distintos ligandos, es interesante analizar si existe algún tipo
de dependencia entre la expresión de ambas proteínas. La conclusión se obtiene del
análisis de contingencia a partir de la tabla de frecuencia XXI.
<150 fmoI/mg >150 fmo¡/mg
p185
<150 fmol/mg >150 fmol/mg
p185
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p185± p 185-
ECER± 0 6
1-CER 7 30
— —
Tabla XXI. Tabla de contingencia
entre los dos receptores tirosin-qul-
nasa.
No hay ninguna muestra que sobreexprese p185 y que presente niveles detecta-
bIes de ECER.
c) Factor de crecimiento transformante-a
En cuanto a la expresión de TCE-a, únicamente en uno de los tumores con
pl85>15O fmol/mg hay niveles detectables del factor de crecimiento transformante,
curiosamente en el máximo del rango de valores detectados (78 ng/g) lo cual sugiere
que no hay relación entre ambos parámetros
d) Correlación con parámetros histológicos
Los datos deducidos del análisis comparativo entre los distintos grupos se reco-
gen en la tabla XXII.
Factor pI85>150 (mo//mg p185<ISOfmol/mg valor dep
Tipo histológico
Ductales inliltrantes
Lobo ¡ ¡ lares infiltro ntes
Mixtos
Puco Pronóstico
Grado de diferenciación
(rodo 1
Grado O
Grado III
Ganglios afectados
Ni
Edad
=50años
22/36(6¡ ¡1)
7/36 (¡9.4%)
3/36 <&3%)
6/7 (50%)
¡/7 (25%)
O
o
o
NS
4/36 [III‘xl
4/36
¡ 9/36
1 3/36
¡ ¡5.)
¿5 3%
í365,i
2/7 ¿29%)
5/7 (71%)
3/7 (43%))
4/7 (57%l
[/7(¡4%)
6/7 84%)
NS
NS22/34 (65%[
2/34 (3~%<
¡0/35 (29%)
25/35 )71%)‘50 años
NS
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La sobreexpresión de pi85 queda prácticamente restringida al grupo de los car-
cinomas ductales infiltrantes. Nuestros datos indican que con la pérdida de diferencia-
ción tumoral aumenta el porcentaje de tumores con sobreexpresión de neu y además el
porcentaje de ganglios afectados también aumenta si plSS está sobreexpresada, atribu-
yéndole una posible relación con la agresividad tumoral,
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Cran parte de los resultados obtenidos en el estudio de los mecanismos que
controlan el crecimiento en cáncer de mama proceden de la utilización de lineas celula-
res en cultivo. Prácticamente todas las líneas celulares de cáncer de mama se han esta-
blecido a partir de efusiones pleurales o asciticas y, por tanto representan un subgrupo
de la población tumoral que ha tenido la capacidad de metastatizar y crecer en un
entorno especifico completamente distinto del tumor primario. No hay discusión acer-
ca de las ventajas de este modelo experimental pero hay que ser cautos a la hora de
extrapolar los resultados que con ellas se obtienen a la situación in vivo. Incluso los cul-
tivos primarios de cáncer de mama muestran patrones anormales de secreción proteica
iii vitro en respuesta a hormonas y, además, esta secreción está fuertemente influencia-
da por el medio de cultivo 11631.
Los tumores de mama son un sistema complejo constituido por células epiteiia-
les, estroma intercelular, elementos vasculares y otros componentes que pueden ser
fundamentales en la expresión de factores mitogénicos reguladores, comunicación
intercelular e interacciones de tipo paracrino 11641. Las biopsias de tumores sólidos
son un fiel reflejo de la situación real in vivo en cuanto a heterogeneidad celular aunque
los estudios basados en su utilización están limitados sobre todo, por la disponibili-
dad de tejido.
En el estudio objeto de esta tesis se ha elegido como sistema experimental el
tejido tumoral procedente de biopsias de cáncer de mama. En la elección de la pieza a
estudiar se ha eliminado, de acuerdo con criterios patológicos, el tejido normal adya-
cente, tejido adiposo sangre y otros componentes que podrían interferir en la determi-
nación de los parámetros a estudiar. Las muestras no han sido seleccionadas según
ningún criterio previo y de todas las que se procesaron se han considerado válidas un
número total de 53.
Los resultados obtenidos referentes a la distribución de las muestras por tipos
histológicos están de acuerdo con los datos publicados a nivel epidemiológico en
general II l9, l 331 y en series más pequeñas de tumores. En todos estos estudios las
formas de cáncer de mama más comunes son los ductales infiltrantes seguidos de los
lobulillares infiltrantes. De forma específica en este estudio y debido al poco número
de casos de cada uno, se han agrupado en una categoría denominada ‘formas de buen
pronóstico” a los carcinomas “in situ” o intraductales en los que el crecimiento neoplá-
sico queda restringido a los conductos de las células epiteliales sin invadir el estroma
que las rodea; carcinomas mucinosos caracterizados por la acumulación de mucina
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extracelular alrededor de grupos de células tumorales y carcinomas tubulares, también
considerados de mejor pronóstico que los ductales y lobulillares infiltrantes 1133 1 3~l.
Este grupo, constituye el 7,6% de nuestras muestras y el criterio de su clasificación
como de “buen pronóstico” se ve avalado por el hallazgo de que todas ellas son formas
bien diferenciadas correspondientes a un grado 1 de diferenciación histológica.
La pérdida de diferenciación celular implica que las estructuras tubulares no
están bien formadas las células presentan un marcado polimorfismo con gran variedad
en cuanto a forma y tamaño, los núcleos no son uniformes y hay un aumento del grado
mitótico celular II 371. El grado de diferenciación es, por tanto, un parámetro de progre-
sión tumoral y su correlación con la expresión de genes específicos nos puede dar idea
de su implicación en el cáncer de mama. FI 92,5% de los tumores analizados en este
estudio son moderada (grado III o escasamente (gradollí) diferenciados.
Los receptores hormonales han sido utilizados desde hace tiempo como los
principales marcadores de respuesta a la terapia endocrina. La existencia de un deter-
minado nivel de receptores en la muestra tumoral es un requisito necesario para el tra-
tamiento anti-estrogénico inhibidor del crecimiento tumoral. Debido a que los cánceres
de mama son dependientes de estrógenos para su crecimiento la mayoría de los estu-
dios se centraron en el receptor de estrógenos (FR) tanto en su implicación en el con-
trol de la expresión génica y mitosis 1151 como en su utilidad como marcador de res-
puesta hormonal y pronóstico 1161. El receptor de progesterona (PR) tiene importancia
como mediador de las respuestas hormonales y como producto de la acción estrogéni-
ca en las células de cáncer de mama y se ha estudiado tanto como marcador tumoral
1171 como en términos de su regulación por agonistas y antagonistas estrogénicos 1181.
Aunque no se conoce la función de PR en cáncer de mama, su presencia y su inducción
por estrógenos se asoc¡a con las respuestas de proliferación inducidas por estrógenos
en las células neoplásicas y con la funcionalidad de FR.
En términos generales, aproximadamente el 70% de los tumores primarios son
positivos para El? y aproximadamente el 50% son positivos para PR 1 lóSí. En nuestro
estudio los porcentajes obtenidos son el 698% para El? y el 54,7% para PR.
Los resultados obtenidos en cuanto a la distribución concomitante de ambos
receptores se recogen en la tabla V. Estos porcentajes también se corresponden con los
descritos por otros’ autores 1 l65~. La probabilidad de encontrar Pl? en un tumor es
directamente proporcional a la concentración de FR presente II ~l y el contenido de PR
incrementa el indice predictivo de FR. FI grupo de tumores FR±/PR-,sin embargo, es
relativamente común (en nuestro estudio representa el 17% de las muestras). Se postu-
la que estos tumores podrían expresar una forma de FR incapaz de inducir la transcrip-
ción de PR 1 1661.Esta isoforma, generada por procesamiento alternativo, interfiere en e]
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proceso normal de unión al DNA y activación de la transcripción aunque no se descarta
que pudiera también interferir en la asociación a factores de transcripción necesarios
para la actividad de El?.
La mayoría de los investigadores coinciden en que los tumores primarios y
metastásicos de mujeres postmenopaúsicas contienen valores mayores de FR y son FR
positivos en una proporción mayor que los tumores de pacientes premenopaúsicas
11671. En el presente estudio, el 54% de los tumores procedentes de pacientes preme-
nopaúsicas son El? positivos frente al 74% de los tumores de mujeres postmenopaúsi-
cas y, en cuanto a los niveles, la media del contenido de El? en los tumores definidos
como positivos es mucho mayor en el grupo de postmenopaúsicas que en el premeno-
paúsicas (333 fmol/mg frente a 96,4 fmol/mg). Se postula que el menor nivel absoluto
de El? encontrado en premenopaúsicas puede ser debido a cambios en la accesibilidad
consecuencia del procesamiento y a los grandes niveles de progesterona circulante en
estas pacientes que podría inhibir la síntesis de FR.
Existe un gran número de trabajos que describen un incremento del número de
tumores negativos para ER con grado III de diferenciación en relación a los grados 1 y II
1136, 1671. Esto está de acuerdo con los hallazgos encontrados en el grupo de tumores
analizado por nosotros (Figuras 30 y 31) en el que el número de tumores FR negativos
aumenta considerablemente hasta alcanzar un 43,5% en el grado III. La asociación entre
Pl? y el grado de diferenciación tiene, además, significación estadística, FI hecho de que
los tumores bien diferenciados sean más frecuentemente FR positivos que los tumores
poco diferenciados sugiere que el contenido de FR podría representar un aspecto bio-
químico de la diferenciación celular Este concepto está ligado al hecho de que los
tumores El? positivos tienen un mejor pronóstico 11681.
En cuanto a las características histológicas resulta evidente que los tumores
definidos como ‘formas de buen pronóstico” deberían expresar El? más frecuentemen-
te. Esto se confirma en nuestro estudio (figura 32) donde el 100% de las muestras de
esa categoría expresan ER. Además el 87,5% de los de tipo lobulillar también expresan
ER de acuerdo con otros estudios 11651 a pesar de que se le atribuye un mal pronósti-
co.
Estudios inmunohistoquimicos señalan que la localización subcelular de los
receptores hormonales en la célula intacta es nuclear 1147, 1481 aunque tras la homo-
geneización del tejido una fracción aparece en el citosol donde son determinados bio-
químicamente 1167, 1691. El método inmunohistoquimico permite, además de localizar
el receptor determinar la heterogeneidad tumoral en cuanto a qué tipo celular expresa
receptores y qué porcentaje de células neoplásicas son positivas. Este tipo de informa-
c¡on es ¡mportante para la interpretación de los resultados obtenidos por ensayos
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cuantitativos. Otra aplicación importante de esta técnica es la determinación del conte-
nido de receptores en biopsias de mama obtenidas por punción con aguja lina partien-
do de poco material celular 11701. Sin embargo todavía no es probable que la técnica
¡CA sustituya a los ensayos de receptores en citosol porque a pesar de sus ventajas
indiscutibles tiene el inconveniente de tratarse de una valoración cualitativa depen-
diente de los criterios del observador.
Hay un gran número de trabajos que hacen referencia a la buena correlación
existente entre los resultados obtenidos por CA y los obtenidos por métodos bioquí-
micos, fundamentalmente por ensayo de unión al ligando (LBA) [171-1761.En nuestro
estudio encontramos también una correlación altamente significativa entre los resulta-
dos obtenidos por EIA y los obtenidos por ICA (figuras 34 y 35; tablas Vlll y ix> sobre
todo en el caso de Pl? <p<000 II.
Encontramos un caso discrepante con tinción positiva y contenido de receptores
negativos en FíA tanto para El? como para PR. Esto puede explicarse por la heteroge-
neidad dentro de la muestra tumoral de manera que el citosol puede diluirse con mate-
rial ER- o Pl?- dentro del propio tumor También existe la posibilidad de detectar falsos
positivos por CA cuando el fondo es muy intenso.
En el caso de El? hay cinco tumores que no presentan tinción por CA y sin
embargo tienen receptores cuantificables por FíA. Esto podría interpretarse como la
existencia de poblaciones de células normales positivas para receptores dentro del
tumor que no son consideradas en la valoración por [CA.
La regulación de los niveles de mRNA y de proteína para FR en células de cáncer
de mama es compleja y parece depender de la historia hormonal de las propias células
1281. La mayoría de los estudios se han llevado a cabo en lineas celulares hormono-
dependientes (MCF-7) e independientes (MDA-MB-231, T47D). Se ha descrito regula-
ción de El? por hormonas esteroideas y sus antagonistas mientras que los factores de
crecimiento ejercen efectos mínimos sobre los niveles de El? 1381. Esto apunta a que
los estrógenos y la progesterona son los factores dominantes en la regulación de ER, al
menos en las líneas celulares estudiadas. También se ha demostrado una regulación
negativa de El? mediada por estrógenos en células MCE-Y 11771 y mediada por progesti-
nas en MCF-7 y T-47D [301. En estos estudios se ha observado una estrecha correlación
entre los niveles de mRNA y los de proteína lo que parece indicar que la regulación es
transcripcional o incluso a nivel post-transcripcional como también se ha postulado
11771,
En las muestras que hemos analizado no encontramos una buena correlación
entre los niveles de mRNA y los de proteína a diferencia de otros autores [35, 361. Se
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detecta una banda específica de 6,5 Kb en un 37% (13/35) de las muestras con valores
de proteína positivos. La media del contenido de proteína determinada por FíA es de
443 fmol/mg. No se detecta hibridación en ninguno de los seis tumores que tienen un
contenido de proteína inferior a 68,6 fmol/mg ni en un grupo de ¡6 tumores con valores
de proteína superiores a 68,6 fmol/mg. No hay ningún caso en el que exista expresión a
nivel de RNA y la proteína no se haya traducido.
En estos resultados hay que tener en cuenta que el análisis de expresión génica
se realiza con RNA total. Los autores mencionados utilizan poli~A±~RNAo bien hibrida-
ción por ‘dot blot” que a nuestro criterio puede inducir a errores de interpretación por
la existencia de hibridación inespecífica. La utilización de poli-A~-l?NA, sin embargo
incrementa la sensibilidad de detección del Northern y obvia los problemas de hibrida-
c¡ones cruzadas con los l?NAs ribosómicos, problema frecuente en nuestro estudio pero
dada la cantidad limitada de muestra disponible no es posible purificar el RNA total.
No encontramos la presencia de alguna banda adicional descrita por otros auto-
res ~ 3~1 ni en las biopsias ni en la línea celular MCE-Y utilizada como control positi-
yo, descartanto la existencia de alguna forma adicional de FR.
Las diferencias entre expresión de RNA y niveles de proteína en los seis tumores
con valores de El? inferiores a 68,6 fmol/mg, parecen indicar que el enzimoinmunoensa-
yo es más sensible que el Northern. Además, probablemente exista algún otro mecanis-
mo que justifique que determinados RNAs se traduzcan a una tasa más alta, La regula-
ción a nivel de traducción es un mecanismo descrito en eucariotas en secuencias de
cDNA de genes que codifican oncoproteinas, factores de crecimiento, factores de trans-
cripción, receptores y otras proteínas reguladoras 11781. Estas secuencias se caracteri-
zan por la existencia de un segundo codon ATC en posición 5’ en el mismo marco de
lectura y flanqueado por nucleótidos compatibles con la secuencia consenso de Kozak.
Esto ha sido descrito para FR 1271 y aunque no se conoce de qué forma puede afectar la
existencia de estos codones en posición 5’ a la eficiencia de traducción del mRNA de
FR se piensa que estas pequeñas secuencias corresponden a mRNAs funcionales que
pudieran estar sometidos a un mecanismo de control de la reiniciación 11781.
Respecto a la expresión génica de PR, ya había sido previamente descrita la difi-
cultad para detectar el patrón de tránscritos de mRNA (2.8-11.4 Kb) característicos de
este gen partiendo de RNA total 1301. En nuestro estudio, la expresión de PR queda
descrita por el estudio a nivel proteico con la ya comentada asociación casi perfecta
entre los resultados obtenidos por enzimoinmunoensayo y por inmunocitoquimica.
En los últimos años se han descrito distintos trabajos que parecen arguir la
acción indirecta de los estrógenos a través de genes reguladores del crecimiento sobre-
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expresados (oncogenes) 1561 y a través de la estimulación o inhibición de la síntesis y
liberación de factores de crecimiento que son capaces a su vez de regular el crecimiento
de la célula que los produce (control autocrino) o de las células adyacentes tanto epite-
hales como del estroma (control paracrino).
Un gran número de estudios tienen como sistema de experimentación Hz nitro
líneas celulares de cáncer de mama con el objetivo de establecer su capacidad para sin-
tetizar y secretar factores de crecimiento inmunoreactivos activos biológicamente.
Se ha detectado TOP-a biológicamente activo en el medio condicionado de dife-
rentes líneas celulares lIS, 1 ~9l l.~a secreción de este factor y la expresión de su mRNA
son inducidas por estradiol l~3, 72, 180. 1811 y a su vez pueden ser inhibidas por el
antiestrógeno tamoxifen 172, 180, 1821. Los mayores niveles de actividad se encuentran
generalmente en lineas celulares negativas para FR.
El TOE-u puede actuar como un factor de crecimiento autocrino en células MCP-
7 ya que cuando se utilizan anticuerpos anti-TOE-a se inhibe parcialmente el crecimien-
to de estas células 1721. Sin embargo existe una gran controversia acerca de la función
de este factor de crecimiento como posible mediador de los efectos estrogénicos l~~l
con claras evidencias en contra de esta hipótesis. Las células MCF-7 transfectadas con
un vector de expresión para TOE-a producen niveles de este factor equivalentes o supe-
riores a los producidos por estimulación estrogénica y, sin embargo estas células que
expresan constitutivamente TOP-a responden a la estimulación estrogénica Hz nitro
incrementando la proliferación celular y la inducción de la síntesis de PR. Además estos
clones celulares transfectados no inducen la formación de tumores in vivo en ratones
desnudos ovarieclomizados atimicos sin la suplementación de estradiol 1521 lo que
lleva a los autores a concluir que la expresión de TOP-a debe ser necesaria pero no sufi-
ciente para inducir un fenotipo completamente hormono-independiente. Si el TOP-u
secretado fuera mediador de los efectos de los estrógenos, el bloqueo de su receptor
(ECER) provocaría la inhibición de la estimulación estrogénica y sin embargo cuando
esto se realiza en células de cáncer de mama hormono-dependiente no se altera el cre-
cimiento regulado por estrógenos sugiriendo que el TOP-u no es un mediador primario
de los efectos estrogénicos l~3l~
El TCF-f3 se sintetiza también por líneas celulares de cáncer de mama y de forma
similar al TOP-a, los niveles basales de TCF-13 son generalmente mayores en líneas
celulares negativas para ER que en las líneas que responden a hormonas 1183. 1841.
Una fracción significativa de este factor en el medio condicionado de MCE-Y se encuen-
tra en la forma activa 11841. El tratamiento con anti-estrógenos de estas células produ-
ce un incremento de los niveles de TCF-3 activo en el medio condicionado sugiriendo
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que el efecto inhibidor de los anti-estrógenos podría estar justificado por la estimula-
ción de factores negativos como el TGE-g y la inhibición de factores estimuladores
como el TOE-u [180. 182-1841. FI tratamiento estrogénico de lineas celulares FRs pro-
duce un descenso de los niveles de TOF-(3 en el medio condicionado en condiciones en
las que la producción de TOE-a es estimulada ~
En las líneas celulares que secretan actividad TCE-l~ también se detecta expre-
s¡on de su ml?NA y los niveles de expresión génica no son modulados por anti-estróge-
nos sugiriendo que la regulación de la producción de TCE-~ en estas células debe ser a
nivel post-transcripcional 11841.
Los trabajos en tumores sólidos aportan también resultados dispares debido a
las distintas técnicas de detección tipo de material a ensayar y rango de valores obte-
nidos. Uno de los primeros trabajos publicados estudia la detección de TOE-u inmuno-
reactivo en extractos de tejidos preparados a partir de tejido normal fibroadenomas,
lesiones fibroquisticas y carcinomas ductales infiltrantes 11811. El rango de valores
obtenidos para las muestras tumorales fue de 1,5-6 ng/mg proteína celular y aproxima-
darnente el 50% expresa niveles superiores a los detectados en el tejido normal. No se
observó correlación con el contenido de El? o PR. Un trabajo posterior muestra que la
expresión de TOE-u es mayor en las metástasis ganglionares que en los tumores prima-
nos 1711. En el 31% de los carcinomas analizados fue posible detectar actividad TOE-u
expresada como ng equivalente de ECP/mg proteína del extracto tumoral. Tampoco se
describió relación con el contenido de receptores.
Se ha descrito expresión de mRNA para TOE-u y TOF-¡3 en tumores sólidos por
análisis de Northern y “dot blot” 170. 185-1871 pero, debido a las limitaciones ya comen-
tadas de sensibilidad, esto no ha sido posible en este caso.
En nuestro estudio detectamos actividad TOP-a en un 324% de las muestras
analizadas medida por un RíA con una buena sensibilidad y especificidad. El rango de
valores obtenido oscila entre 4,7 y 78 ng/g de proteína de citosol. Aunque los resulta-
dos no son comparables, los niveles menores de expresión encontrado en nuestro estu-
dio respecto a otros previos puede justificarse porque en el citosol sólo detectamos las
moléculas de TOE-u en tránsito de secreción. De hecho, se ha descrito la existencia de
actividad TOE-a asociada a la membrana celular que no secreta al medio 1 l8~~ y se pos-
tula que tanto el precursor asociado a la célula como el péptido secretado son biológi-
camente activos 1891. Estos factores de crecimiento anclados a membrana se pueden
acumular en la superficie celular debido a limitaciones en el proceso proteolitico que
los convierte en factores solubles. La inmovilización de estos factores es un mecanismo
general para concentrarlos y mantenerlos al alcance de células adyacentes favoreciendo
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interacciones célula-célula, el factor asociado a la membrana puede interaccionar con
su receptor por un mecanismo juxtracrino, que ha sido demostrado para el proTCP-u, y
que puede inducir autofosforilación del receptor y respuesta mitogénica 141.
La producción de TOE-a no está circunscrita a un grupo determinado de tumo-
res, pero un porcentaje muy alto de las muestras con TOP-a detectable tiene receptores
hormonales (figuras 39 y 40). Las diferencias con el grupo de tumores que no expresan
TOP-u no son significativas argumentando a favor de la independencia entre la expre-
sión de TOP-u y el estado hormonal del tumor ya descrita por otros autores [71, 72, ¡80,
186, 1901.
Estos datos no son concluyentes de la expresión constitutiva de TOP-a en la
transición de un estado hormono-dependiente a la independencia hormonal y están de
acuerdo con otros trabajos que argumentan en contra de la asunción de un modelo
simplista acerca de la implicación de los factores de crecimiento en la progresión
tumoral [180, 182, 9~~ Unicamente se ha descrito la existencia de correlación entre la
expresión de TOP-u y ausencia de receptores de los tumores en los trabajos de Barrett-
Lee 11851 y Travers 11871 y en efusiones de pacientes con cáncer de mama 1.1921.
Tampoco se describe en estos estudios ninguna correlación de la expresión
(mRNA. inmunológica o inmunohistoquimica) de TOP-u con parámetros histológicos
resultados coincidentes con los del presente estudio (tabla XVI) y confirmados por
estudio recientes 1931 Unicamente detectamos una asociación significativa (p<0.05)
entre TOP-u y el estado menopaúsico de forma que el grupo de tumores que expresan
TOP-a pertenecen mayoritariamente a mujeres premenopaúsicas mientras que el 875%
de los tumores con TOP-a indetectable son de pacientes postmenopaúsicas. Podría
asociarse la expresión elevada de TOF-u con una mayor agresividad tumoral pero los
datos no son suficientemente concluyentes.
Pl TOP-a ejerce sus acciones biológicas mediante la unión al receptor de PCE
induciendo su fosforilación y desencadenando una señal mitogénica. Se han descrito
s¡stemas fundamentalmente de lineas celulares en los que se postula la existencia de
un mecanismo de regulación autocrino responsable, en parte, de la transición a un
fenotipo de independencia hormonal. También hay autores que han visto en tumores
solidos la expresión concomitante del ligando y su receptor 1 l85, 1871 más frecuente-
mente en carcinomas hormono-independientes sugiriendo la existencia de un mecanis-
mo autocrino que regule el crecimiento de estos tumores.
En nuestro estudio, según los resultados recogidos en la tabla XV, de los ¡2
tumores que expresan TOP-u, lO no tienen receptores de EOP y de éstos, 9 son ER+.
Estos datos sugieren que estos tumores FR+ que no expresan EOPR, producen mayores
cantidades de TOP-a que regulan de forma negativa el número de receptores expresa-
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dos en estas células 11881. Cuando esta expresión del factor de crecimiento se hace
autónoma, este grupo de tumores podría representar la situación de pacientes con
tumores El?±que no responden a la terapia endocrina 1181, 190, 194, 195j. Estos datos
no avalan la hipótesis de la acción directa de los factores de crecimiento transforman-
tes como moduladores autocrinos.
El estudio del TOP-13 es todavía más complejo debido a la naturaleza multifun-
cional de este factor y a la existencia de mecanismos de regulación adicionales con res-
pecto a otros factores de crecimiento. La expresión y actividad del TOF-~ están contro-
ladas por la regulación de su transcripción y por regulación a nivel de activación 1801 FI
TOP-~ se secreta por las células en una forma latente, inactiva, incapaz de interaccionar
con los receptores celulares y es precisamente la activación de esta forma latente el
principal sitio de regulación de la acción de este factor 11961.
El proceso de activación in vitro implica el tratamiento de la forma inactiva con
agentes que modiquen la estructura terciaria del complejo, en este estudio la activa-
ción se consigue por acidificación.
Prácticamente todos los trabajos publicados sobre el estudio de este factor de
crecimiento en tumores sólidos se han realizado a nivel de expresión de su mRNA o por
estudios inmunohistoquimicos. La presencia de mRNA no implica necesariamente pro-
ducción de proteína secretada, tanto en forma latente como activa ~ y, por otro
lado, la distribución inmunohistológica de una forma particular de TOP-J3 no siempre se
corresponde con la distribución de su mRNA debido a que [a proteína se puede acumu-
lar y difundir lejos de los sitios de síntesis, a regulación traduccional o a reactividad
cruzada con otras formas de TOP-ji 1801. Los inmunoensayos son más específicos que
los ensayos de receptores y permiten diferenciar la expresión de las distintas isoformas,
pero estos ensayos no son sensibles a la forma latente probablemente porque la cade-
na amino-terminal del precursor enmascara el epítopo presente en la forma madura
reconocido por el anticuerpo.
Para este estudio desarrollamos un radioinmunoensayo específico para la so-
forma TOP-II 1 con el objetivo de detectar expresión de este factor en el citosol de las
muestras tumorales. Para validarlo utilizamos como control positivo el medio condicio-
nado de la línea celular A549 que secreta cantidades altas de TOE-fil. No fue posible
detectar actividad en ninguna de las muestras analizadas probablemente debido a la
baja concentración de este factor en el citosol o incluso a algún problema en el meca-
nsmo de activacióiv Los resultados de expresión a nivel de mRNA para este gen son
concluyentes, al menos, de la producción de este [actor por las células aunque no
pueda afirmarse nada acerca de su actividad biológica.
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Con estas premisas, detectamos expresión de TOE-fil en un 69% de las muestras
estudiadas, estos niveles elevados están descritos por otros autores 1185. 187, 1981 así
como la ausencia de correlación con el contenido de receptores y otros parámetros his-
tológicos.
La hibridación del RNA celular total extraído de las muestras tumorales con la
sonda específica para TOP-fil revela la existencia de una banda específica de 2,5 kb,
ampliamente descrita por otros autores, y’ en algunos tumores, de una banda ancha de
0,6 kb que interpretamos como una circunstancia específica de este gen compatible con
una degradación más rápida de este mRNA en relación a otros RNAs celulares, Esta
banda no parece ser producto de degradación inespecífica del RNA si se compara la
autoradiografía con la tinción del gel con bromuro de etidio. Además, el hecho de que
las membrana se hayan rehibridado con distintas sondas y esta banda sólo se haya
detectado para este gen parece indicar que es específica de TOE-fi y no un artefacto
metodológico. Consideramos positivas todas las muestras que expresan alguna de las
dos bandas o ambas.
En las muestras estudiadas existe una asociación significativa entre la expresión
de TOP-fil y el estado menopaúsico de las pacientes (tabla XIX) ya que el 85% de los
tumores con expresión de este gen corresponden a mujeres postmenopaúsicas
(p=O.0S). Estos resultados difieren de los encontrados por Thompson y col. [99[ consis-
tentes con una correlación positiva entre la expresión de TOP-fil y los tumores de
pacientes premenopaúsicas.
Tampoco existe en nuestro estudio una tendencia definida en cuanto a la
expresión de ambos factores de crecimiento (tabla XVII).
Se ha hecho referencia al receptor de FOP en términos de su interacción con uno
de su ligando, el TOP-u como posible mecanismo de regulación del crecimiento y pro-
gresión del cáncer de mama, pero este factor tiene importancia por sí mismo debido a
estudios que demuestran su existencia en tumores primarios y metástasis y asocian un
aumento de su expresión con un cáncer más agresivo y hormono-independiente 151,
199-2011.
Se ha descrito una correlación inversa entre el contenido de EOPI? y de recepto-
res hormonales 1202-20S1 pero hasta el momento está establecido el valor pronóstico y
verdadera implicación clínica de este factor.
Los resultados además, son dispares por el empleo de distintos métodos para
la determinación del número de receptores como ensayos de unión del ligando, inmu-
nohistoquimica, ensayos inmunoenzimáticos, determinación de los tránscritos de
EOPR o cuantificación de la actividad tirosín-quinasa asociada al receptor 12061 y tam-
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poco hay un acuerdo claro en la definición del punto de corte que discrimine entre
tumores positivos o negativos.
En el presente estudio se han seguido las recomendaciones de la E.O.R.T.C.
fEuropean Organization for Research and Treatment of Cancer) para la detetrminación a
nivel de proteína de este factor Se ha utilizado un ensayo de unión del ligando con FOP
marcado radiactivamente y, mediante un análisis de Scatchard, obtenemos el número
de receptores en la preparación de membrana y el valor de la constante de disociación
que caracteriza la unión ligango-receptor El ensayo no presenta interferencias con la
posible presencia de ligandos endógenos (TOP-ay FCP) 12071.
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla X. El porcentaje de positividad
obtenido en esta serie de tumores es del 15,1%, menor que el habitual descrito para
esta técnica y que el que obtuvimos en un estudio anterior con otra serie de tumores
12041. Sin embargo en una revisión de 40 grupos de investigación con un total de 5232
pacientes analizados 12061, el rango de positividad de los diferentes estudios es del 14-
91%, lo que supone una gran heterogeneidad en cuanto a resultados.
Obtenemos valores de la constante de disociación lKd) entre 024 y 198 nM
correspondientes a los sitios de alta afinidad.
Hemos determinado la existencia de tránscritos para ECER en las mismas mues-
tras por análisis de Northern y se detectan dos bandas de aproximadamente II kb y 6
kb (figura 36) de acuerdo con otros autores 182, 2031. Fn el control positivo (línea celu-
lar MDA-MB-23 1) sólo aparece la banda de mayor peso molecular
En nuestro estudio no encontramos asociación entre la expresión de EOPR y la
diferenciación tumoral o la incidencia de metástasis ganglionares, aspecto con resulta-
dos controvertidos 12061.
Es interesanl.e estudiar la posible relación entre la expresión de ECPR y ecu dada
la homología estructural entre ambos y su funcionalidad como receptores con actividad
tirosín-quinasa aunque para ligandos diferentes. Es tentador postular la posible impli-
cación del ECER y neu como componentes más que simples marcadores, de mecanis-
mos responsables de progresión tumoral 1 l991 La unión del ligando a receptores cons-
titutivamente funcionales o presentes en mayores cantidades podría conducir incre-
mentando la actividad tirosin-quinasa a promover la replicación celular y el proceso de
metástasis. Además se ha demostrado la fosforilación de p185 inducida por EOP sugi-
riendo la posible interacción entre ambos factores
La amplificación del gen c-erbB-2 o sobreexpresión de la proteína codificada por
él ha sido descrita en un 20-30% de los cánceres primarios de marna 12081 y se correla-
ciona con una mayor agresividad tumoral y peor pronóstico 11301. En el estudio objeto
de esta tesis el porcentaje de tumores con sobreexpresión de p185 es del 16%. La
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mayoría de los estudios relativos a la expresión de esta oncoproteina se han realizado
por inmunohistoquímica. La determinación por ELISA permite detectar niveles altos de
actividad en el homogeneizado del tejido previamente a la separación de las fracciones
citosólicas y de membrana. Para establecer un criterio acerca de los niveles equivalen-
tes a sobreexpresión. se realizó un estudio en colaboración con el Pr. A. Pifanelly con
muestras de tejido tumoral y tejido normal determinando la expresión del oncogén neu
por análisis de Norhern, Southern y ELISA. Se ha llegado así a considerar el valor de
150 fmol/mg como punto de corte indicativo de sobreexpresión del producto codificado
por el oncogén.
En este estudio existe una tendencia, que en el caso del receptor de progestero-
na, tiene significación estadística a que el grupo de tumores que sobreexpresan pl85
son en un mayor porcentaje negativos para los receptores hormonales, sugiriendo la
implicación de la oncoproteina en el escape del control estrogénico.
Además de detecta una cierta asociación de la sobreexpresión de p185 con la
invasividad de los tumores, grado de diferenciación y metástasis linfoganglionares
(tabla XXIII> confirmando la implicación de este factor en la agresividad tumoral.
No es posible, sin embargo, establecer alguna relación entre la expresión de
ambos receptores tirosín-quinasa ya que en ninguna de las muestras estudiadas encon-
tramos expresión simultánea de ambos descartando en principio, la existencia de
acciones mediadas por ambos.
CONCLUSIONES
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1< Se caracteriza la expresión de receptores hormonales esteroideos, factores de creci-
miento transformantes, receptor de FOP y oncogén neu de forma simultánea en biop-
sias de cáncer de mama como sistema experimental. La tipificación de las muestras
tumorales con parámetros histológicos proporciona criterios valorables de progresión
tumoral con los que correlacionar la expresión de los genes implicados.
2.- Se confirma que la transición a un fenotipo hormono-independiente, definido por la
ausencia de receptores hormonales, se caracteriza por una pérdida de diferenciación.
Esto sugiere que el contenido celular de receptores de estrógenos y progesterona
podría representar un aspecto bioquímico de la diferenciación celular.
3< La pérdida de sensibilidad hormonal no está mediada por la expresión constitutiva
de factores de crecimiento transformantes. No existe correlación entre el contenido de
receptores de estrógenos y progesterona y la expresión de estos factores.
4< Se detecta expresión de TOP-u en un 32,4% de las muestras y expresión de TOP-fi en
un 69%. Ambos factores no están implicados en la diferenciación y progresión tumoral
ya que sus niveles de expresión no se correlacionan con parámetros histológicos.
5< Se obtiene una correlación inversa entre el contenido de El? y el receptor de ECE
(FO Pl?) lo que confirma la asociación, descrita por numerosos autores, entre la expre-
s¡ón elevada de EOPI? y el potencial metastásico y peor pronóstico en cáncer de mama.
Sin embargo, en este estudio, no hemos encontrado una clara asociación entre la
expresión del receptor tirosin-quinasa y la diferenciación tumoral o presencia de
metástasis ganglionares.
6< Fn este estudio no existe relación entre la expresión de TOP-a y su receptor, ECER,
descartando la hipótesis de un mecanismo de regulación autocrino. Los resultados
sugieren una posible regulación negativa del receptor mediada por TOP-a.
7< Se detecta sobreexpresión de la proteína p185 c-erbB-2 en un l6% de las muestras
estudiadas y está relacionada con la pérdida de sensibilidad hormonal mediada funda-
mentalmente, por el receptor de progesterona. El grupo de tumores que sobreexpresan
pl85 muestran una tendencia a ser invasivos, más indiferenciados y a metastatizar a
ganglios atribuyéndoles un peor pronóstico.
Conclusiones ¡00
En resumen, el presente estudio demuestra la asociación entre los recepto-
res hormonales y la diferenciación tumoral. La pérdida de sensibilidad hormonal y
transición hacia un estado de crecimiento autónomo no está mediada por la
expresión constitutiva de factores de crecimiento autocrinos pera parece estar
relacionada con la sobreexpresión de los productos codificados por oncogenes
con actividad tirosín-quinasa.
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